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Die Nanotechnologie ist ein fester Bestandteil der chemischen Welt. Hierzu zählt auch 
die Nanophotonik, welche in den letzten Jahren immer an Bedeutung gewonnen hat. 
Dieses Gebiet beschäftigt sich mit der Anwendung des Lichtes auf der Nanometerskala. 
Nanophotonische Strukturen sind in der Lage das Licht zu kontrollieren und auch zu ma-
nipulieren. Ein prominentes Beispiel sind Zero-Mode-Waveguides (Nullmodenwellenlei-
ter) welche auch als Nanoaperturen bezeichnet werden. Dies sind kleine Löcher in einem 
Aluminiumfilm, welcher auf einem Glassubtrat aufgebracht ist. Diese dienen der Einzel-
molekülfluoreszenzspektroskopie als Beobachtungskammern. Durch das kleine Be-
obachtungsvolumen können biologisch relevante Prozesse bei den nötigen Substratkon-
zentrationen untersucht werden. Diese Nanoaperturen finden Anwendung in der Echt-
zeit DNA-Sequenzierung. Um das Maximum aus dieser Technik zu holen, ist es notwen-
dig, dass jeder ZMW mit genau einem Molekül beladen wird. Dies ist mit normalen, 
stochastischen Methoden nicht möglich. In dieser Arbeit werden Nanostrukturen auf 
Basis der DNA-Origami Technik präsentiert, welche als Nanoadapter fungieren. Mithilfe 
dieser DNA-Origami Nanoadapter kann die Top-Down Technik der nanoskaligen Struk-
turen mit der Bottom-Up Technik der molekularen chemischen Welt verbunden werden. 
Durch den Einsatz der Nanoadapter können die ZMWs mit genau einem Molekül bela-
den werden. Auf der Oberseite der Nanoadapter befindet sich ein Fluoreszenzfarbstoff-
molekül und auf der Unterseite Biotin-Anker, um eine sterische Kontrolle der Anbindung 
zu gewährleisten. Die DNA-Origami-Nanoadapter erhöhen die Beladungsquote mit ein-
zelnen Molekülen weit über die übliche Poisson-Verteilung und erhöhen gleichzeitig 
auch die Homogenität der spektroskopischen Eigenschaften der Fluoreszenzfarbstoffe 
in den Nanoaperturen.  
Neben den ZMWs spielen metallische Nanopartikel eine wichtige Rolle. Diese kommen 
unter anderem als plasmonische Nanoantennen zum Einsatz. Durch die Wechselwirkung 
mit Licht sind die Nanopartikel in der Lage lokalisierte Oberflächenplasmonen auszubil-
den. Diese Plasmonen haben einen großen Einfluss auf die fotophysikalischen Eigen-




findet. Durch diese Konstellation kann die Fluoreszenz des Fluorophors erheblich ver-
stärkt werden. Aufgrund dieser Eigenschaft ist es interessant, welchen Einfluss die Na-
nopartikel auf den Förster-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) besitzen. Befinden sich 
zwei Farbstoffe nahe beieinander, kann ein strahlungsloser Energieübertrag von einem 
zum anderen Farbstoff erfolgen. FRET hat sich als ein wichtiges Werkzeug in der biophy-
sikalischen Chemie etabliert. Um einen genauen Einblick über den Einfluss der plasmo-
nischen Struktur auf den FRET-Mechanismus zu erhalten, wurde eine Nanoantenne auf 
Basis der DNA-Origami Technik verwendet. Dadurch ist es möglich, das FRET-Paar exakt 
im Hotspot zweier Nanopartikel zu platzieren. Außerdem besitzt die Nanoantenne An-
bindestellen für bis zu zwei Goldnanopartikel. In dieser Arbeit wird der Einfluss des plas-
monischen Systems im Hinblick auf die FRET-Effizienz und auf die FRET-Rate näher un-
tersucht. Hierzu werden zwei verschiedene Nanoantennen verwendet, die sich in ihrer 
FRET-Effizienz unterscheiden (eine sehr hohe und niedrige FRET-Effizienz). Dazu kom-
men Goldnanopartikel unterschiedlicher Größen zum Einsatz, um den Einfluss auf den 
FRET-Mechanismus besser zu untersuchen. Die Energietransfereffizienz wird durch die 
Präsenz der Goldnanopartikel verringert und die Messungen zeigen, dass die Nanopar-



















Nanotechnology is an integral part of the world of chemistry. Progress in this area ena-
bled the fabrication of “nanophotonic” structures capable of controlling and manipulat-
ing light at the nanoscale. A prominent example are zero mode waveguides also known 
as nanoapertures. They consist of small holes in an aluminum film deposited onto a glass 
substrate. These small holes are used as detection volumes for single molecule fluores-
cence applications. Biological processes can now be observed in the relevant concentra-
tion range that is necessary for most enzymes. This technique has experienced a strong 
technological development and it is exploited commercially in the third generation of 
DNA sequencing methods. However, despite this tremendous progress it is still challeng-
ing to make use of the full potential of this technique, as ZMWs are filled with a single 
polymerase stochastically reaching a maximum occupation limited by Poisson statistics 
to around 37%. In this work, DNA origami nano-adapters are presented to connect top 
down nanostructures with the bottom world of chemistry. Through the incorporation of 
these nano-adapters the single molecule occupation of ZMWs can be strongly enhanced. 
Every zmws can be filled with exact one molecule. In addition, on the upper surface of 
each DNA origami structure, a fluorophore is placed to demonstrate a general docking 
position for e.g. enzymes or biological probes. On the bottom, there are four biotin an-
chors to guarantee a steric hindrance immobilization. The DNA origami nano-adapters 
thus overcome Poissonian statics of molecule positioning und further improve the pho-
tophysical homogeneity of the immobilized fluorescent dyes.  
Besides the ZMWs, metallic nanoparticles play an important role in the field on nano-
photonics. This nanosized objects are exploited as optical antennas since they are capa-
ble of concentrating incident light through the excitation of localized surface plasmons. 
Thus these nanoparticles have a major influence on the photophysical properties of the 
fluorophores placed at the immediate vicinity of the nanoparticles. This constellation 
can significantly increase the fluorescence intensity of the fluorophore. Due to this    
property, it is interesting to determine what influence the nanoparticles have on the 




tool in biophysical chemistry. To get a detailed insight about the influence of the plas-
monic structure on the FRET mechanism a nanoantenna based on the DNA origami tech-
nique was used. Thereby it is possible to place the FRET pair a control distance to a single        
nanoparticle. In this work, the influence of the plasmonic systems on the FRET efficiency 
and FRET-rate is studied. Moreover, two different systems, which differ in her             
FRET-efficiency (one with a high- and the other with a low FRET-value), are used. In ad-
dition, gold-nanoparticles of different sizes are exploited to better examine the                 
influence on the FRET mechanism.  The  energy transfer efficiency is reduced  in the 
present of gold nanoparticles and the measurements show that the nanoparticles have 
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Viele biologische Prozesse, ohne die das Leben nicht möglich wäre, spielen sich auf einer 
Längenskala im Nanometerbereich ab, die wir mit unseren Sinnen nicht wahrnehmen 
können. Erst durch die Entwicklung der Mikroskopie gelang es der Menschheit, einen 
Einblick in den faszinierenden Mikrokosmos zu erhalten. Mithilfe der ersten Lichtmikro-
skope konnten erstmals einzelne Zellen beobachtet werden 1. Dieser Blick eröffnete 
viele biologische Fragestellungen in Bezug auf die genaue Struktur von Zellen und Pro-
teinen sowie die Funktionsweise von Enzymen. Durch diese Fragestellungen erhielt die 
Entwicklung der optischen Mikroskopie-Methoden einen enormen Schub. Die Auflösung 
wurde immer besser und überwand schließlich auch durch die Superauflösungsmikro-
skopie das Beugungslimit2–7.  
 
Die Einzelmolekülfluoreszenzmikroskopie 
Erfindungen wie das Elektronenmikroskop1, das Rastertunnelmikroskop8 und das Ras-
terkraftmikroskop9 stellten Meilensteine in der Mikroskopie-Welt dar. All diese Metho-
den konnten die Auflösung erheblich verbessern, doch ein Problem ergab sich in der 
Biokompatibilität. Die Probenpräparation erwies sich als nicht biokompatibel (das Ras-
tertunnelmikroskop benötigt eine leitende Oberfläche und das Rasterkraftmikroskop 
eine möglichst glatte Oberfläche). Einen großen Fortschritt und einen anderen Ansatz 
zur Untersuchung von biologischen Proben stellte die Fluoreszenzmikroskopie dar10,11. 
In den letzten 20 Jahren hat insbesondere die Einzelmolekülfluoreszenzmikroskopie ei-
nen großen Fortschritt gemacht und sich zu einem wichtigen Werkzeug in der biophysi-
kalischen Chemie etabliert. Es gilt nun eine Möglichkeit zu erarbeiten, um die Detektion 
einzelner Moleküle für ein breites Anwendungsspektrum zur Verfügung zu stellen. Hier-
bei besteht folgende Anforderung: 
 Um Moleküle einzeln detektieren zu können, darf sich im Detektionsvolumen im 
Mittel maximal ein Molekül aufhalten. Bei beugungsbegrenzten  
Mikroskopietechniken ist es daher notwendig die Probe bis in den nanomolaren 




untersucht werden können, da diese häufig eine Substratkonzentration im mikro- bis 
millimolaren Bereich benötigen (siehe Abb. 1-1). 
Abbildung 1-1: Übersicht der Michaelis-Menten Konstanten aus über 80000 Enzymen  
(http://www.brenda-enzymes.org). Die meisten Enzyme benötigen eine Substratkonzentration im mikro- bis millimo-
laren Bereich. Konventionelle Mikroskopietechniken wir das konfokale- und das TIRF-Mikroskop arbeiten bei Kon-
zentrationen im piko- bis nanomolaren Bereich12,13.  
  
Nanophotonik und Plasmonik 
Das Gebiet der Nanophotonik und Plasmonik befasst sich mit der Kontrolle des Lichtes 
auf der Nanometerskala14. Nanophotonische Strukturen sind in der Lage, dass optische 
Detektionsvolumen stark zu verkleinern oder auch das Fluoreszenzsignal zu verstärken. 
Zwei prominente Vertreter sind die Zero-Mode-Waveguides (ZMWs= Nullmodenwellen-
leiter auch als Nanoaperturen bezeichnet) und die plasmonischen Nanoantennen.  
 
Zero-Mode-Waveguides und DNA-Sequenzierung 
1977 publizierte Sanger das Prinzip der Sequenzierungsmethode15. Diese wird häufig 
auch als "First Generation" der DNA-Sequenzierung bezeichnet. Aufgrund der Entwick-
lungen in der Forschung konnte diese Methode den Ansprüchen nicht mehr gerecht 
werden. Ein weiterer wichtiger Punkt sind natürlich auch die Kosten. 2001 betrugen die 
Kosten für die Sequenzierung des menschlichen Genoms ungefähr 100 Millionen $ 







Abbildung 1-2: Aufgetragen sind die Kosten für die Sequenzierung eines Genoms über einen Zeitraum von 14 Jahren. 
Zu erkennen ist, dass im Gegensatz zum Mooreschen Gesetz die Kosten erheblich gesunken sind16.  
 
Aufgrund der hohen Kosten musste eine schnellere und effiziente Lösung gefunden wer-
den. Die DNA-Sequenzierungstechnik von Pacific Biosciences nutzt dazu Zero-Mode-
Waveguides. Diese Technik ermöglicht die Bestimmung von bis zu 500 Basenpaaren pro 
Sekunde in Echtzeit17. Hierbei wird die DNA-Polymerase auf den Boden der ZMW gebun-
den und durch eine Farbstoffmarkierung der vier Basen (Adenin, Cytosin, Guanin und 
Thymin), kann der Einbau in Echtzeit beobachtet werden18 (Abb. 1-3). 
Ein großer Vorteil der ZMWs ist die Kombinierbarkeit mit konventionellen Setups, wie 
bspw. der konfokalen Mikroskopie. Ein Problem besteht jedoch in der Beladung der 
ZMWs. Bisher wurden ZMWs stochastisch beladen. Dabei können maximal 37 % aller 
ZMWs nur mit exakt einer einzelnen Polymerase beladen werden18. Ein weiterer wichti-
ger Punkt ist die Position der Polymerase innerhalb der ZMW. Die Metallwände der Na-
noapertur haben einen großen Einfluss auf die photophysikalischen Raten der Fluoro-
phore. Die Metalle können für eine Erhöhung oder auch Reduzierung der Fluoreszenz-
lebensdauern und Fluoreszenzintensitäten verantwortlich sein 19,20. Um diese Heteroge-
nität zu verhindern, sollte die Polymerase möglichst im Zentrum sein, um ein homoge-
nes Signal zu erhalten.   
Durch den Einsatz eines Rasterkraftmikroskops konnte bereits gezeigt werden, dass es 
möglich ist, Moleküle mittig in den ZMWs zu positionieren21. Ein Nachteil dieser Me-
thode liegt in ihrem aufwendigen Ablauf. Die Moleküle können nur nacheinander in den 





Abbildung 1-3: Das Prinzip der Echtzeit-Einzelmolekül DNA-Sequenzierung. A) Eine einzelne DNA-Polymerase ist am 
Boden der ZMW gebunden. B) Die Detektion erfolgt in Echtzeit über Nukleotide, welche über Linker am dritten Phos-
phatrest mit einem Fluorophor markiert sind. Jeder der vier Basen, ist dabei mit einem anderen Fluorophor markiert. 
C) Schematische Darstellung der Schritte für den Einbau der Nukleotide. Im ersten Schritt ist die Polymerase umgeben 
von den fluoreszenzmarkierten Nukleotiden, dem Primer und dem zu komplementierenden DNA-Strang (Template). 
Im zweiten Schritt erfolgt die Bindung zwischen dem Nukleotid und dem DNA Strang. Nur bei dieser Bindung gelangt 
das Fluorophor, welches an dem Nukleotid gebunden ist, in den Beobachtungsbereich der ZMW und wird durch die 
Fluoreszenz detektiert. Das untere Bild zeigt eine typische Fluoreszenzintensitätspur. Dadurch kann das eingebaute 
Nukleotid bestimmt werden. Der dritte Schritt beinhaltet den Einbau des Nukleotids und die Abspaltung des Fluoro-
phors. 4. Die Polymerase gelangt zur nächsten Position des DNA-Strangs. Bei Schritt 5 beginnt der Prozess von 
vorne.Wiedergabe aus Lit.[17] mit Genehmigung von Pacific Biociences. 
 
Nanoadapter auf Basis der DNA-Origami Technik 
2006 stellte Paul Rothemund die DNA-Origami Technik vor22. Ein langer in sich geschlos-
sener DNA-Einzelstrang wird mithilfe von kleinen kürzeren DNA-Strängen in eine vorde-
finierte Form gefaltet. Dadurch können 2- aber auch 3-dimensionale Nanostrukturen 
hergestellt werden23. In dieser Arbeit wurden mithilfe der DNA-Origami Technik Nano-
adapter entwickelt, welche eine effizientere und parallele Beladung ermöglichen. Das 




fizierte ZMW-Oberfläche mittig an der Unterseite befinden. Ein Fluoreszenzfarbstoffmo-
lekül befindet sich mittig auf der Oberseite und repräsentiert eine Andockstelle für bio-
logische Moleküle. Die Beladung in den ZMWs wurde anschließend mittels der konfoka-
len Mikroskopie überprüft. Zusätzlich wurden die spektroskopischen Eigenschaften der 
Fluoreszenzfarbstoffe in den ZMWs hinsichtlich der Fluoreszenzlebensdauer und der 
Fluoreszenzintensität näher untersucht. 
 
 
Förster Resonanzenergietransfer in einer plasmonischen Nanoantenne 
1948 beschrieb Theodor Förster die nach ihm benannte zwischenmolekulare Energie-
wanderung zwischen zwei Farbstoffen (FRET= Förster-Resonanz-Energie-Transfer)24. 
Seit dieser Entdeckung spielt FRET in der aktuellen Forschung eine wichtige Rolle. Er fin-
det Anwendung vor allem in der Biochemie25,26 und Molekularbiologie. FRET ist nicht 
nur auf zwei Farbstoffe begrenzt, sondern es konnte auch gezeigt werden, dass der Ener-
gietransfer auf bis zu fünf Farbstoffe funktioniert27–32. Die Kombination FRET mit der Na-
nophotonik ist Gegenstand aktueller Forschung und viele Arbeitsgruppen befassen sich 
mit dem Einfluss eines plasmonischen Systems auf den FRET-Mechanismus. Um FRET in 
Anwesenheit eines plasmonischen System näher zu untersuchen, wurde auch hier auf 
die DNA-Origami Technik zurückgegriffen. Es wurde eine DNA-Nanoantenne konstruiert, 
die auf beiden Seiten Andockstellen für bis zu zwei Goldnanopartikel bietet. Durch die 
zwei Goldnanopartikel entsteht ein sogenannter Hotspot, in welcher die Fluoreszenz ei-
nes Fluorophors verstärkt wird. Die Goldnanopartikel fungieren dabei wie eine Art Linse, 
in welcher das Signal der Fluoreszenz eine Erhöhung bis zu einem Faktor 100 erfährt19. 
Durch die Positionierung eines FRET-Paares im Hotspot können Rückschlüsse auf die 
FRET-Effizienz und auch die FRET-Rate gezogen werden. Im Vorfeld wird der Einfluss der 
Goldnanopartikel auf den FRET theoretisch beschrieben. Zur Kontrolle werden zwei un-
terschiedliche FRET-Paare verwendet, die sich in ihrer FRET-Effizienz unterscheiden. Ein 
Paar besitzt einen hohen und das andere einen niedrigen FRET-Wert. Die ersten Schritte 
bestehen in der Überprüfung des Designs mittels der Rasterkraftmikroskopie. Anschlie-




gebunden, um eine Abhängigkeit zwischen der FRET-Effizienz und dem Partikeldurch-
messer zu untersuchen. Die gemessenen Werte werden mit Literaturwerten verglichen 
und anschließend diskutiert. Im Weiteren werden Vermutungen über die Änderung der 






























In diesem Kapitel werden die Grundlagen beschrieben, die zum Verständnis der vorlie-
genden Arbeit beitragen. Im ersten Abschnitt werden die Fotophysikalischen Grundla-
gen erläutert. Neben den allgemeinen Eigenschaften wie der Fluoreszenz wird auch der 
Förster-Resonanz-Energietransfer näher erläutert. Anschließend werden die Eigenschaf-
ten der Zero-Mode-Waveguides erläutert. Das letzte Unterkapitel beinhaltet die Gold-
nanopartikel und deren Einfluss auf die Fotophysikalischen Raten des Fluorophors sowie 
auf den FRET-Mechanismus. 
 
2.1  Fotophysikalische Grundlagen 
Moleküle können mit Licht wechselwirken. Diese Wechselwirkung beruht auf der Ab-
sorption eines Photons. Die Energie des Photons ist dabei durch das Planck’sche Gesetz 
gegeben: 
Mit 𝐸 der Energie, ℎ der Planckˈschen Konstante, 𝑐 der Lichtgeschwindigkeit und 𝜆 der 
Wellenlänge des Photons. Durch die Absorption eines Photons kann das Molekül in ei-
nen angeregten Zustand gelangen. Dies geschieht jedoch nur, wenn die Energie des Pho-
tons genau dem Betrag zwischen dem Grundzustand und dem angeregten Zustand des 
Moleküls entspricht. Befindet sich das Molekül im angeregten Zustand, kann es auf ver-
schiedenen Wegen wieder in den Grundzustand gelangen, wobei zwischen einer strah-
lenden und einer strahlungslosen Desaktivierung unterschieden wird. Eine komplette 
Übersicht über diese Vorgänge sind in einem Jablonski-Diagramm dargestellt (Abb.2-1). 
Bei der Internen Konversion bzw. dem Intersystem Crossing handelt es sich jeweils um 
isoenergetische strahlungslose Übergänge zwischen unterschiedlichen elektronischen 
Zuständen. Diese Art der Energieabgabe tritt am häufigsten auf. Die Anregungsenergie 
wird dabei auf thermische Weise an die Umgebung bzw. an andere Moleküle abgege-
ben. Die zweite Möglichkeit besteht in der strahlenden Desaktivierung. Hierbei gibt es 
zwei Fälle zu unterscheiden, die Phosphoreszenz und die Fluoreszenz. Befindet sich das 
Molekül in dem Schwingungsgrundzustand des angeregten Zustandes, kann die strah-
lende Desaktivierung durch eine spontane Emission eines Photons erfolgen, welches als 












Abbildung 2-1: Typische Übergänge in einem Jablonski-Diagramm. Nach der Absorption eines Photons kann das Mo-
lekül über verschiedene Wege wieder in den Grundzustand S0 gelangen. Dabei wird unter Fluoreszenz, Phosphores-
zenz und strahlungslosen Übergängen unterschieden. Erfolgt die Desaktivierung durch eine spontane Emission, wird 
von Fluoreszenz gesprochen. Durch die Interkombination kann das Molekül in einen Triplett-Zustand gelangen. Von 
dort gelangt es durch die Phosphoreszenz wieder in den Grundzustand. 
 
Die Phosphoreszenz hingegen spielt sich dabei auf einer typischen Zeitskala im Millise-
kunden Bereich ab (die Zeitskala kann sich bei der Phosphoreszenz auch auf Stunden 
ausdehnen). Dieses Phänomen lässt sich nur durch eine Art Speicher bzw. Reservoir er-
klären, in welcher das Molekül die Energie zwischenspeichern kann. Befindet sich das 
Molekül im angeregten Zustand, kann es durch Interkombination von einem Singulett- 
in einen Triplett-Zustand übergehen. Dabei ändert sich die Ausrichtung des Elektronen-
spins. Bei einem Singulettzustand sind die Spins antiparallel (↑↓) und bei einem 
Triplettzustand parallel (↑↑) ausgerichtet. Dieser Übergang ist nur durch die Spin-Bahn 
Kopplung möglich, da der Übergang normalerweise Spin-Verboten ist. Erfolgt  
aus dem Triplett-Zustand die strahlende Desaktivierung wird von Phosphoreszenz ge-
sprochen. Bei der Fluoreszenz fällt auf, dass diese bei einer höheren Wellenlänge statt-
















Abbildung 2-2: Beispiel des Franck-Condon Prinzips bei einem zweiatomigen Molekül. Die Anregung eines Elektrons 
erfolgt immer senkrecht zu den Kernkoordinaten. Dadurch gelangt das Elektron meistens in einen höheren angereg-
ten vibronischen Zustand. Wiedergabe aus Lit.[33] mit Genehmigung von Onno Gabriel. 
 
Das emittierte Photon ist damit energieärmer und besitzt eine höhere Wellenlänge. Die 
resultierende Emission weist deshalb eine Rotverschiebung auf. Dieses Phänomen wird 
als Stokes-Shift bezeichnet und ist von fundamentaler Bedeutung für die Fluoreszenz-
spektroskopie (Abb. 2-3). Mit geeigneten Filtern kann das Absorption- vom Emissions-








Abbildung 2-3: Die Emission weißt die typische Rotverschiebung auf, da das emittierte Photon energieärmer ist. Das 
Absorption- und Emissionsspektrum können durch geeignete Filter getrennt werden, sodass nur die Fluoreszenz de-





Als Fluoreszenzfarbstoffe werden am häufigsten organische Verbindungen verwendet 
(siehe Abb.2-4). Diese besitzen ein ausgedehntes π-System welches aus alternierenden 
Einfach- und Doppelbindungen besteht. Das π-System kann vereinfacht als Potential-
topf mit endlicher Breite betrachtet werden, da die π-Bindungen der Kohlenstoffatome 
delokalisiert sind und sich die Elektronenorbitale überlappen. Moleküle mit einem aus-
gedehntem π-System besitzen eine höhere rotverschobene Absorption/Emission als 
solche mit einem kleineren π-System.  
 
Abbildung 2-4: Struktur von ATTO 647N. Der Farbstoff besitzt ein ausgedehntes π-System und emittiert im roten 
Spektralbereich35. 
Eine wichtige Kenngröße in der Fluoreszenzspektroskopie ist die Quantenausbeute. 𝜙𝐹𝑙  
der fluoreszierenden Farbstoffe: 
 
Die Quantenausbeute beschreibt dabei das Verhältnis zwischen den emittierten und 
den absorbierten Photonen. Die radiative Rate kr und die nicht radiative Rate knr sor-
gen für eine Depopulation des angeregten Zustandes. Die Intensität der Fluoreszenz ist 
dabei proportional zur Quantenausbeute. 
Die Zeit, in welcher sich ein Fluorophor im angeregten Zustand befindet wird als Fluo-















2.2 Förster-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) 
1948 beschrieb Theodor Förster eine Theorie über eine Energiewanderung zwischen 
zwei Molekülen24. Dabei befindet sich das Donor-Molekül im angeregten und das Ak-
zeptor-Molekül im Grundzustand. Liegen diese nun nahe beieinander (2-10 nm), kann 
der Donor durch eine Dipol-Dipol Wechselwirkung seine Energie strahlungslos auf den 
Akzeptor übertragen. Der Akzeptor gelangt dann durch die Fluoreszenz wieder in den 
Grundzustand (Abb.2-4). 
 
Abbildung 2-4: Vereinfachtes Termschema für den strahlungslosen Energieübertrag. Der Donor wird angeregt, emit-
tiert jedoch kein Photon, sondern überträgt seine Energie strahlungslos an den Akzeptor. Der Akzeptor emittiert dann 
ein Photon und gelangt in den Grundzustand. 
 
Die Rate des Energietransfers (𝑘𝐸𝑇) bei einem Abstand 𝑟 ist dabei gegeben durch
36: 
 
mit 𝜙𝐷 der Quantenausbeute des Donors in Abwesenheit des Akzeptors, 𝜅
2 den Orien-
tierungsfaktor, 𝜏𝐷 der Fluoreszenzlebensdauer des Donors in Abwesenheit des Akzep-





 dem Überlappungsintegral (𝐽) zwischen dem Emissionsspektrum  
des Donors und dem Absorptionsspektrum des Akzeptors. Die Effizienz des Der Förster-

















Der Försterradius ist für jedes Donor-Akzeptor-Paar unterschiedlich und muss individu-
ell bestimmt werden. Der Verlauf der FRET-Effizienz in Abhängigkeit des Försterradius 
ist in Abb.2-5 dargestellt. 
 
 
Abbildung 2-5: Aufgetragen ist die FRET-Effizienz gegen den Radius für das Donor-Akzeptor Paar Cy3B und Atto 647N 
welches in dieser Arbeit verwendet wurde. Der Förster beträgt für dieses Paar 6.49 nm bei dem die FRET-Effizienz  
50 % beträgt. 
Der Försterradius 𝑅0  ist wie folgt definiert: 
 
Anhand von Gleichung 2.6 ist es möglich den Förster Radius für jedes beliebige FRET-
Paar zu berechnen. Gleichung 2.4 kann dann durch Gleichung 2.6 vereinfacht werden 
zu: 
𝜏𝐷 beschreibt die Fluoreszenzlebensdauer des Donors in Abwesenheit des Akzeptors. 
Ein weiterer wichtiger Faktor beim FRET ist die Ausrichtung der Dipole von Donor und 
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Ein Maß hierfür ist der Orientierungsfaktor. 𝜅2: 
Der Winkel zwischen dem Dipol der Donor-Emission und dem Dipol der Akzeptor-Ab-
sorption ist gegeben durch 𝑐𝑜𝑠θT, cosθD und cosθA sowie dem Winkel zwischen dem 
Donor und Akzeptor Dipol des Verbindungsvektors R (Abb. 2-6).  
 
Abbildung 2-6: Die Abhängigkeit des Orientierungsfaktors κ^2 von dem Dipol der Donoremission und dem Dipol der 
Akzeptorabsorption. der Fall a) beschreibt die bestmögliche Ausrichtung, wenn die Dipole kollinear ausgerichtet sind. 
Sind die Dipole parallel zueinander b) verringert sich der Wert auf 1. stehen sie senkrecht zueinander c) so ist der 
Wert des Orientierungsfaktor 0. Verändert nach36 
Der Orientierungsfaktor kann Werte zwischen 0 und 4 annehmen. Bei zwei sich frei ro-
tierenden Fluorophoren nimmt der Orientierungsfaktor 𝜅2 den Wert 2/3 an37. Da der 
kritische Abstand mit der sechsten Potenz einhergeht, beträgt die Abweichung maximal 
nur 26 % Insgesamt beträgt eine mögliche Abweichung nicht mehr als 35 %. 
Über die Intensität der Fluoreszenz oder der Fluoreszenzlebensdauer ist es möglich die 
FRET-Effizienz zu berechnen38. Bei der Berechnung über die Intensität wird das Haupt-
augenmerk auf den Donor gerichtet. Die Fluoreszenzintensität des Donors in Anwesen-














Die Anregungsrate des Akzeptors wird durch den Term 𝑘𝐸𝑇 beschrieben. Die kleinen In-
dizes geben an, ob es sich um den Donor 𝑑 oder dem Akzeptor 𝑎 handelt.  Die Intensität 
des Akzeptors ist durch folgende Gleichung gegeben: 
 
Damit ergibt sich für die FRET-Effizienz 𝐸 folgender Zusammenhang: 
 
Durch die Messung der Intensität des Donors in Anwesenheit und in Abwesenheit des 
Akzeptors ergibt sich ein Weg um die FRET Effizienz zu bestimmen.  
Die zweite Möglichkeit geht über die Messung der Fluoreszenzlebensdauer des Donors 
in Anwesenheit 𝜏𝑑𝑎 und in Abwesenheit 𝜏𝑑 des Akzeptors: 
 
Bevor das erste Experiment gestartet wird, ist es notwendig, sich auch Gedanken über 
die Limitierung der Technik zu machen. Als Erstes müssen zwei Farbstoffe gewählt wer-
den, die die Voraussetzungen des Experiments genügen. Hierzu zählen die Photostabili-
tät, die Fluoreszenzlebensdauer und auch die Intensität. Die gewählten Fluorophore 
sollten inert gegen jegliche chemischen Reaktionen mit der Probe sein. Auch die Größe 
der Farbstoffe spielt eine sehr wichtige Rolle. Die Größe sollte einen Nanometer nicht 
überschreiten um auch kleinste Abstandsänderung zu messen. Für die Detektion sollte 
der spektrale Unterschied der Donor- und Akzeptor Emission groß sein,  
damit keine Donor-Emission in die Akzeptor-Detektion gelangt. Außerhalb einer Distanz 











𝑘𝑟,𝑑 + 𝑘𝑛𝑟,𝑑 + 𝑘𝐸𝑇
=
𝑘𝐸𝑇𝜙𝑎









































2.3 Alternierende Laseranregung (ALEX1) und FRET-Korrekturen 
Unter realen Bedingungen, kommt es zu Phänomenen, die zu falschen FRET-Werten 
führen können. Eine Korrektur ist deswegen unumgänglich. Bei der Anregung des 
Donors, kann eine bestimmte Photonenzahl in den Akzeptordetektionskanal gelangen. 
Die Ermittlung der Photonenzahl erfolgt über den Leakage lk (Verlust). Dieser ist 
gegeben durch: 
mit 𝐹𝐷
𝐴 der Photonenanzahl der Akzeptoremission bei Donoranregung und 𝐹𝐷
𝐷der 
Donoremission bei Donoranregung. Desweiteren ist es notwendig auch die sogenannte 
direct excitation dx (direkte Anregung) zu korrigieren. Hierbei wird die 
Akzeptorphotonenanzahl bei der Anregung mit der Donorwellenlänge bestimmt. Der 
Quotient aus der Photonenanzahl der Akzeptoremission bei Anregung mit der 
Donorwellenlänge 𝐹𝐷
𝐴 und der Akzeptorphotonenanzahl bei Anregung mit der 
Akzeptorwellenlänge 𝐹𝐴
𝐴 ergibt dx: 
Durch den Einsatz der alternierenden Laseranregung von Donor und Akzeptor, können 





Die tatsächliche Photonenanzahl, die durch den FRET 𝐹𝐹𝑅𝐸𝑇 zustande kommt, ist dann 







                                                     
1 Alternating Laser Excitation = alternierende Laseranregung 
 














𝐹𝑅𝐸𝑇 =  𝐹𝐷





Zero-Mode-Waveguides (ZMW), auch als Nanoaperturen bezeichnet, sind kleine Lö-
cher in einem Metallfilm, welcher auf einem Glassubtrat aufgebracht ist (Abb.2-7). 
 
Abbildung 2-7: Eine ZMW mit einem Durchmesser von 100 nm. Nur die Fluorophore, welche sich in dem evanes-
zenten Feld befinden, werden angeregt. 
 
Trifft das Licht auf die Nanoapertur wird es an den Ecken der Apertur gebeugt. Bethe 
konnte eine theoretische Lösung über die Ausbreitung des Lichtes in einer runden 
Apertur liefern (die Bedingung für seine theoretische Lösung beinhaltet, dass der Radius 
der Apertur sehr viel kleiner ist als die Wellenlänge des Lichtes und er ging von einem 
unendlich dünnen und perfekten Metallfilm der Apertur aus)39. Er zeigte, dass die Trans-
mission mit dem Verhältnis Radius / Wellenlänge mit dem Faktor 104 abnimmt (siehe 
Abb. 2-8). 
Abbildung 2-8: Beugung des Lichts an den Ecken der Nanoapertur (links) und der typische Transmissionsverlauf vom 
Licht des sichtbaren Spektrums für eine Nanoapertur mit einem unendlichen dünnen und perfekten Metallfilm. Wie-




Die ZMW besitzt eine Grenzwellenlänge 𝜆𝑐 in welcher keine propagierende Lichtmode 
in der Apertur existiert41. Die Grenzwellenlänge 𝜆𝑐 berechnet sich durch den Durchmes-
ser 𝑑 der Apertur: 
Licht mit einer Wellenlänge größer als 𝜆𝑐 wird nicht transmittiert. Durch die Bildung ei-
nes evaneszenten Feldes, welches in z-Richtung exponentiell abfällt, können Moleküle 
angeregt werden. Die Intensität 𝐼(𝑧) des Feldes ist Abhängig von der Eindringtiefe Λ: 
Die Eindringtiefe des evaneszenten Feldes ist wiederum abhängig von der Grenzwellen-
länge: 
Für eine Nanoapertur mit einem Durchmesser von 100 nm und einer Anregungswellen-
länge von 640 nm ergibt sich nach Gleichung 2.16 - 2.18 eine Eindringtiefe von ~ 88 nm 
bei der die Intensität auf den Wert von 1/𝑒 am Eingang des ZMW abgefallen ist. 
Ein weiterer Aspekt ist die Berücksichtigung der Kopplungseffizienz bei der Emission und 
die Quantenausbeute des Fluorophors in der Nanoapertur. Durch Simulationen konnte 
gezeigt werden, dass die Kopplungseffizienz der Emission, abhängig von der Tiefe, expo-
nentiell abnimmt (Abb.2-9).  
 
Abbildung 2-9: a) Ein ZMW mit einem Durchmesser von 50 nm. Die Dicke der Aluminium Schicht welche auf dem 
Glassubtrat aufgebracht ist, beträgt 100 nm. b) Numerische Simulation der Ausbreitung des elektrischen Feldes in-
nerhalb der ZMW bei einer Anregungswellenlänge von 500 nm. Die Farbskala gibt die Stärke des evaneszenten Feldes 
an. Wiedergabe aus Lit.[13] mit Genehmigung der Royal Society of Chemistry. 
Die gemittelten Werte aller Dipol-Orientierungen ergeben die Dipol-Kopplungseffizienz 
als Funktion 𝑝(𝑧) der Dipol-Tiefe in der Apertur. 
 𝜆𝑐 = 1,7 ∙ 𝑑 2-16 















Zur Vereinfachung wird angenommen, dass die radiative Rate und die Photonendichte 
der Zustände proportional zu 𝑝(𝑧) ist. Die Quantenausbeute 𝜙(𝑧) der Fluorophore in 
der Apertur ist dann gegeben durch: 
mit der Konstanten 𝐶. Die Konstante sorgt dafür, dass für den Fall 𝜙(0) die Quanten-
ausbeute gleichzusetzen ist mit der Quantenausbeute am Eingang der Apertur17,40,42. 
Das resultierende Beobachtungsprofil 𝑆(𝑧) ist dann das Produkt aus der Anregungs- und 
Kopplungseffizienz sowie der Quantenausbeute, abhängig von der Tiefe der Apertur: 
Das effektive Anregungsvolumen 𝑉𝑒𝑓𝑓 ergibt sich zu: 
Durch diese Technik ist es möglich, Anregungsvolumina im zeptoliter Bereich zu kreie-
ren. Mit den kleinsten Durchmessern ist eine zu erreichende Konzentration von bis zu 
200 μM möglich, wobei sich im Durchschnitt nur ein Molekül im Anregungsvolumen be-
findet. Die hohe Parallelisierbarkeit und die Kombination der ZMW mit konventionellen 










































Als Nanopartikel werden kleine Partikel bezeichnet, deren Größe kleiner als die Wellen-
länge des Lichtes ist. Der typische Bereich erstreckt sich von 2-150 nm. Die Nanopartikel 
können aus unterschiedlichen Metallen wie Silber, Gold, Palladium, Silizium oder auch 
Nickel und Kobalt bestehen. Ein weiterer Aspekt ist die Form der Nanopartikel welche 
unter anderem stäbchenförmig, sphärisch und dreieckig sein können. Eine sehr interes-
sante und nützliche Eigenschaft der metallischen Nanopartikel ist die Wechselwirkung 
mit Licht. Durch das elektromagnetische Feld werden die Elektronen im Nanopartikel 
zur Oszillation angeregt (Abb. 2-10). 
 
 
Abbildung 2-10: Die Goldnanopartikel werden durch das elektromagnetische Feld zur Oszillation angeregt. Es bilden 
sich lokalisierte Oberflächenplasmonenresonanzen (LSPR). Die weiteren Wechselwirkungen wie Lichtstreuung, Hitze 
oder der Einfluss auf die Fluoreszenz der Fluorophore durch die Goldnanopartikel sind ebenfalls dargestellt. Es bietet 
sich auch die Möglichkeit, die Oberfläche des Goldnanopartikels mit DNA zu modifizieren. 
 
Dadurch kommt es zur Bildung von lokalisierten Oberflächenplasmonen (LSPR2). Auf-
grund dieser Eigenschaften ist der Anwendungsbereich für metallische Nanopartikel 
breit gestreut. Durch die Generierung von Hitze könnten bspw.  die Goldnanopartikel in 
naher Zukunft auch gegen den Kampf von Krebs eingesetzt werden44,45. Ein weiteres 
                                                     




großes Einsatzgebiet der Goldnanopartikel ist die als Nanoantenne19,46–56. Optische An-
tennen sind der Lage, freie optische Strahlung in lokalisierte Energie zu konvertieren und 
umgekehrt. Durch diese Technik ist es möglich, Lichtemissionen sowie die optische Sen-
sorik zu manipulieren und zu kontrollieren. Befindet sich ein Fluorophor in unmittelba-
rer Nähe eines metallischen Nanopartikels, ändern sich die Fotophysikalischen Eigen-
schaften des Fluorophors. 
Durch die erzeugten Plasmonen im Nanopartikel werden die radiativen und nichtradia-
tiven-Raten verstärkt, sodass der angeregte Zustand des Fluorophors schneller entvöl-
kert werden kann (Abb. 2-11). 
 
Abbildung 2-11: Dargestellt ist der Einfluss des Goldnanopartikels auf die Fotophysik des Fluorophors. Die dickeren 
Pfeile beschreiben eine Erhöhung der Absorption, der Fluoreszenz und den strahlungslosen Übergängen. 
 
Der Einfluss der Nanopartikel auf die Fluorophore wird nun näher beschrieben. 
Wie im Kapitel 2.1 schon erwähnt, beschreibt Gleichung 2.2 die Quantenausbeute eines 
Fluorophors. In Anwesenheit eines Nanopartikels ändert sich die radiative- und die 
nichtradiative-Rate. Damit ergibt sich für die Quantenausbeute in Anwesenheit eines 
Metalls (𝜙𝑀): 











Allgemein haben metallische Nanopartikel einen Einfluss auf die Raten des Fluorophors. 
Interessanterweise hängt die Veränderung der Raten jeweils vom Abstand zwischen 
Farbstoff und Nanopartikel ab. Bei einer Distanz von unter 15 nm ist der Einfluss auf die 
nicht-radiative Rate höher als bei der radiativen Rate. Ein Farbstoff mit einer hohen 
intrinsischen Quantenausbeute erfährt eine Verringerung der Quantenausbeute, wenn 
der Abstand zum Nanopartikel kleiner wird. Umgekehrt erfährt ein Farbstoff mit einer 
niedrigen Quantenausbeute eine Erhöhung bei Annäherung zu einem Nanopartikel. Bei 
einem Abstand jedoch von unter 15 nm, sinkt auch hier die Quantenausbeute50. Ein kri-
tischer Punkt stellt also die Distanz zwischen Nanopartikel und Fluorophor dar57,58. 
Durch diesen Einfluss des Nanopartikels ändert sich auch der FRET (Gleichung 2.12): 
Es konnte in mehreren Versuchen festgestellt werden, dass der FRET zum größten Teil 





























2.6  DNA 
2.6.1 Eigenschaften und Aufbau der DNA 
Die DNA (Desoxyribonukleinsäure) stellt die kleinste Speichereinheit dar, indem die 
sämtliche genetische Information eines Organismus enthalten ist. Die Struktur wurde 
1953 von Watson und Crick beschrieben, wofür sie auch den Nobelpreis erhalten 
haben61. 
Sie beschrieben, dass die DNA als Doppelhelix vorliegt (siehe Abb. 2-12). Zwei  
 
Abbildung 2-12: Abgebildet ist die DNA als Doppelhelix. Zu sehen sind die Basen, die komplementär zueinander über 
Wasserstoffbrücken verbunden sind. Durch Wiederholtes verknüpfen über das Phosphatgerüst vom 3' zum 5' bilden 
sich lange Ketten, die in der typischen Helix Struktur resultiert. 
 
Einzelstränge sind dabei über Wasserstoffbrückenbindungen miteinander verknüpft. 
Jeder Einzelstrang besteht aus den Nukleotiden, welche die Bausteine der 
Nukleinsäuren sind. Jedes Nukleotid besteht aus einem Zucker, der D-Desoxyribose, 
einer organischen Base (Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin) und einem Phosphatrest.  
Durch Phospahtester-Brücken sind die Nukleotide miteinander verbunden. Durch 
wiederholtes verknüpfen der Phosphatester-Brücken vom C5' des Zuckers mit dem C3' 
Ende des anderen Nukleotids bzw. dem Zucker bilden sich lange Ketten. Als 
Vereinfachung werden die Nukleotide in der Literatur nur durch vier Buchstaben A, G, T 
und C welche sich aus den Basen ableiten, beschrieben. Die Nukleotide sind dabei in 




Verknüpfung erfolgt jeweils nur zwischen Guanin und Cytosin, sowie Adenin und 
Thymin.. Ein Strang bindet sich also nur mit einem anderen, wenn dieser Komplementär 
ist, also die passende Sequenz besitzt. 
 
2.6.2 DNA-Origami 
Die Idee, DNA als Baumaterial für selbstassemblierte Strukturen zu verwenden, wurde 
von Nadrian Seeman 1982 ins Leben gerufen 62. Durch die hohe Spezifität der Watson-
Crick-Basenpaarung ist es möglich, einzelne DNA Stränge so miteinander zu verbinden, 
dass kleine Strukturen entstehen (Abb.2-13). 
 
Abbildung 2-13: Das Prinzip der Mehrstrangmethode. Die Stränge sind jeweils komplementär zu den anderen, sodass 
durch die Watson-Crick-Basenpaarung kleine Strukturen entstehen können. Wiedergabe aus Lit.[ 63] mit Genehmi-
gung von John Wiley and Sons. 
 
Ein Nachteil dieser Methode ist die Limitierung auf kleine Strukturen. Um größere Struk-
turen zu erhalten müssen kleinere Strukturen über ihre sogenannten „sticky ends“ (dies 
sind Einzelstränge welche aus der Struktur überhängen) miteinander verbunden wer-
den. Mit diesem Verfahren konnten komplexe Strukturen hergestellt werden 64. Diese 
Arbeitsweise hat den Nachteil, dass jede Struktur die zum Aufbau einer Überstruktur 
verwendet wird, gereinigt werden muss. Außerdem muss das richtige stöchiometrische 
Verhältnis der Strukturen eingehalten werden. Diese und andere Punkte verkomplizie-
ren den Herstellungsprozess. Die Fehleranfälligkeit für einen falschen Einbau, steigt 






2006 stellte Paul Rothemund eine revolutionere Methode zur gleichzeitigen Herstellung 
von Milliarden kleinen DNA-Strukturen vor 22.  Hierbei wird ein langer Gerüststrang, 
genannt „scaffold strand“, mithilfe von kleinen kurzen Hilfsträngen, den „staple 
strands“, in eine vordefinierte Form gefaltet (Abb.2-14). 
 
 
Abbildung 2-14: Die Herstellung der DNA-Origamis in der Übersicht. Im ersten Schritt wird über ein Computer Pro-
gramm, das Origami designt. Die benötigten staple strands werden von dem Programm automatisch berechnet. Der 
Scaffold wird dann zusammen mit den staple strands und etwas Magnesiumchlorid auf bis zu 95 °C erhitzt und dann 
schrittweise wieder auf Raumtemperatur heruntergekühlt. Die Überprüfung der gefalteten Strukturen erfolgt mittels 
Rasterkraftmikroskopie (siehe Material und Methoden). 
 
Diese Technik nannte er DNA-Origami, nach dem Prinzip der japanischen Kunst des 
Papierfaltens. Die Faltungsstränge haben dabei eine Länge von bis zu 50 Basen wobei 
der Gerüststrang bis zu 8634 Basen beinhalten kann. Die Faltungstränge werden im 30-
fachen Überschuss dazugegeben, um Fehleinbauten zu verhindern. Durch modifizierte 
Faltungsstränge ist es möglich, unter anderem Biotine zur Immobilisierung, Farbstoffe 




Vorteil dieser Methode liegt in ihrer Handbarkeit. Der Gerüststrang, die Faltungsstränge 
und etwas Magnesiumchlorid werden zusammen auf eine bestimmte Temperatur 
erhitzt und abgekühlt. Im Abkühlungsprozess binden sich die Faltungsstränge 
komplementär zu der passenden Sequenz im Gerüststrang. Durch den Überschuss der 
Faltungstränge wird gewährleistet, dass eventuelle falsch eingebaute Faltungsstränge 
verdrängt werden und durch die richtigen ersetzt werden. Durch die Möglichkeit bspw. 
Farbstoffe einzubauen, kann auch von einem Steckbrett oder Lineal im Nanometer 
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3. Material und Methoden 
In diesem Kapitel werden die verwendeten Materialien und Methoden näher beschrie-
ben. In den ersten beiden Unterkapiteln werden die verschiedenen Mikroskopie-Tech-
niken vorgestellt (konfokal und AFM). Unterkapitel 3.4 beinhaltet die DNA-Origami 
Strukturen. Als Nächstes werden die verwendeten Farbstoffe und die Immobilisierung 
der Proben beschrieben. Die zwei letzten Unterkapitel beinhalten die Goldnanopartikel 
und die ZMW-Vorbereitung. 
 
3.1 Konfokales Mikroskop 
Für die fluoreszenzspektroskopischen Messungen wurde ein selbst gebautes konfokales 
Mikroskop verwendet, welches auf einem inversen Mikroskop (IX71, Olympus) mit ei-
nem hohen NA3 Öl-Immersion Objektiv (100x/NA 1.40, ULSAPO100XO, Olympus) basiert 
(siehe Abb. 3.1). 
Abbildung 3-1: Schematischer Aufbau des konfokalen Mikroskops. Die beiden Laser passieren den AOTF, welcher die 
beiden Laser alterniert. Anschließend werden sie durch eine optische Faser geleitet, um einen Höhenabstand zu über-
winden. Das Fluoreszenzsignal wird durch eine Lochblende geleitet und durch eine APD bzw. MPD detektiert und 
durch eine TCSPC-Karte registriert werden. 
                                                     
3 NA: numerische Apertur 
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Für die Messungen wurde ein roter 80 MHz gepulster Laser (LDH-D-C-640, Picoquant) 
und ein grüner Dauerstrichlaser (Saphire LP 532, Coherent) verwendet. Die beiden Laser 
werden durch einen dichroitischen Strahlenteiler (DC1) zusammengeführt und treffen 
nach einem AOTF (akusto-optischer Kristall) auf eine Glasfaser, welche dazu dient das 
Strahlungsprofil aufzureinigen. Der AOTF sorgt für eine Alternierung der beiden Laser-
strahlen (die Alternierungsfrequenz beträgt 10 Hz). Der AOTF wird durch eine analoge 
Ausgangskarte (AO) (PCI-6713, National Instrument) gesteuert. Die Polarisation des An-
regunglichtes wird über eine λ/4-Platte (AQWP05M-600, Thorlabs) in zirkular polarisier-
tes Licht ausgerichtet, was auch den Vorteil bietet Polarisationseffekte entgegenzuwir-
ken. Der Laserstrahl wird anschließend über einen zweiten dichroitischen Strahlenteiler 
DC2 (Dualband z532/633, AHF) in das Objektiv eingekoppelt und auf die Probe fokus-
siert. Die Probe wird durch einen Piezo-Tisch (P-517.3CL, Physik Instrumente) über dem 
Objektiv bewegt und so ab gerastert. Das erhaltene Fluoreszenzlicht wird über das glei-
che Objektiv gesammelt und gelangt auf eine konvexe Linse, welche das Fluoreszenzsig-
nal auf eine Lochblende P (50 μm, Linos) fokussiert. 
Die Lochblende sorgt für eine Verringerung des Detektionsvolumens, da Moleküle, wel-
che sich oberhalb oder unterhalb der Objektivbrennebene befinden, nicht detektiert 
werden. Durch einen dritten dichroitischen Strahlenteiler DC3 wird das Fluoreszenzsig-
nal wieder in zwei Strahlen aufgeteilt. Diese passieren dann zwei Filter (Bandpass ET 
700/75M, AHF und Razor Edge LP647, Semrock), bevor das rote Signal durch eine APD 
(τ-SPAD 100, Picoquant bzw. für die FRET Messungen eine Perkin Elmer) und das grüne 
Signal durch eine MPD (Picoquant) detektiert und durch eine TCSPC4-Karte (SPC-830, 







                                                     
4 TCSPC: "time correlated single photon counting" oder Zeitkorrelierte Einzelphotonenzählung wird in Ka-
pitel 3.2 beschrieben 
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3.2 Zeitkorrelierte Einzelphotonenzählung 
Die Messung der Fluoreszenzlebensdauer von einzelnen Farbstoffmolekülen, erfolgt 
über die zeitkorrelierte Einzelphotonenzählung (im englischen TCSPC: "time correlated 
single photon counting"). Diese Methode basiert auf der Detektion von einzelnen Pho-
tonen, welche wiederholt und auf einer genauen Zeitskala registriert werden. Als 
Zeitgeber dient ein gepulster Laser. Dabei wird der Zeitunterschied zwischen dem Laser-
puls und der Detektion des Photons gemessen (Abb.3-2). 
 
 
Abbildung 3-2: Das Prinzip der zeitkorrelierten Einzelphotonenzählung. Ein gepulster Laser dient als Startpunkt und 
die Detektion des Photons als Stopp-Signal. Dies wird über eine bestimmte Zeitperiode aufgenommen, woraus die 
typische Verteilung der Fluoreszenzlebensdauer resultiert. 
 
Die Fluoreszenzlebensdauer kann so durch die Anregung des Fluorophors mittels eines 
kurzen Laserpulses bestimmt werden. Der kurze Laserpuls startet die Zeitmessung und 
die Detektion des Photons stoppt die Zeitmessung. Dies wird solange wiederholt, bis der 
Farbstoff geblichen ist. Die so gemessenen Zeiten aller detektierten Photonen werden  
dabei in einem Histogramm aufgezeichnet, woraus eine Fluoreszenzabklingkurve resul-
tiert. Bei dieser Methode ist es notwendig, die Registrierung von mehr als einem Photon 
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pro Anregungspuls zu unterbinden. Durch die Totzeit der Elektronik und der Detektoren 
ist es in dieser Zeitspanne nicht möglich, Photonen zu detektieren. Die späteren Photo-
nen würden dadurch nicht mit aufgezeichnet und die ersten Photonen würden im His-
togramm bevorzugt, was zu einem "Pile-Up-Effekt" führt67. Dieser Effekt 
würde eine Verkürzung der durchschnittlichen Fluoreszenzlebenszeit hervorrufen. Die 
erhaltene monoexponentielle Abklingkurve würde zu einer biexponentiellen Kurve wer-
den.  
Die erhaltene Fluoreszenz-Abklingkurve eines Moleküls welche mit einem kurzen Laser-
puls angeregt wurde beinhaltet auch die IRF5. Um die genaue Fluoreszenzlebensdauer 
zu bestimmen, ist eine Entfaltung der IRF von der Fluoreszenzabklingkurve erforderlich. 
Um die IRF zu bestimmen, wird die Reflexion des Lasers an dem Aluminium der ZMW 
gemessen. Da die Intensitäten unter Messbedingung unterschiedlich sind, müssen auch 
die IRFs bei diesen Intensitäten gemessen werden. Anschließend wird für jede Intensität 
der Fluoreszenzabklingkurve die passende IRF gewählt und entfaltet. Die Entfaltung 
wurde mithilfe der Software FluoFit (Picoquant) durchgeführt welcher folgende Formel 
zugrunde liegt: 
 
hierbei beschreibt der Term 𝐴𝑠𝑐𝑎𝑡 die Amplitude der Lichtstreuung an dem ZMW bzw. 
den Goldnanopartikeln. Der zweite Teil der Gleichung beschreibt die Faltung aus der IRF 
und der Amplitude 𝐴 der Fluoreszenzabklingkurve sowie der Fluoreszenzlebensdauer 







                                                     
5 IRF: Instrument response function -  Instrumentantwortfunktion 
 
𝐼(𝑡) =  𝐴𝑠𝑐𝑎𝑡 ∙ 𝐼𝑅𝐹(𝑡) + ∫ 𝐼𝑅𝐹(𝑡
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Tabelle 3-1: Parameter für die Entfaltung mit der Software FluoFit 
Parameter Beschreibung Wert Startwert 




BkgrIRF Untergrund der IRF Wird manuell 
festgelegt 
- 
BkgrDec Untergrund der Ab-
klingkurve 
Variabel, >0 0 
ShiftIRF Zeitverschiebung zwi-
schen IRF und Abkling-
kurve 
Wird global gefit-






Variabel, >0 0 























Die Konzentration der DNA-Origamis sowie der Goldnanopartikel wurden mithilfe eines 
UV/Vis-Spektrometers bestimmt (Nanodrop 2000, Thermo Scientific). Das Gerät misst 
dabei die Durchlässigkeit der zu untersuchenden Materie. Die Abhängigkeit der Extink-
tion 𝐸𝜆 von der Konzentration 𝑐 einer Lösung wird durch das Lambert-Beersche Gesetz 
beschrieben: 
Das Gesetz beschreibt sämtliche Prozesse6, welche die Abschwächung einer Strahlung 
durch ein Medium beschreibt. 𝐼0 ist die einfallende Strahlung und  𝐼𝑧 die austretende 
Strahlung. Der Term 𝜀𝜆 wird als molarer dekadischer Absorptionskoeffizient bezeichnet 
und ist eine Stoffeigenschaft. Er ist abhängig von der Wellenlänge des eingestrahlten 

















                                                     
6 Bei zu hohen Konzentrationen gilt das Gesetz nicht mehr 
 𝐸𝜆 = 𝑙𝑔 (
𝐼0
𝐼𝑧
) = 𝜀𝜆 ∙ 𝑐 ∙ 𝑑 
3-2 
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3.4 Rasterkraftmikroskopie (AFM – Atomic Force Microscopy) 
Ein prominenter Vertreter zur Überprüfung von DNA-Origami-Strukturen, stellt das Ras-
terkraftmikroskop (AFM) dar. In dieser Arbeit wurde ein NanoWizard® 3 ultra AFM der 
Firma JPK Instruments AG (Berlin) verwendet. Das Prinzip der Arbeitsweise eines AFM 
wird in Abb.3-3 ersichtlich. Eine kleine Spitze welche sich an einer Blattfeder (auch  
Abbildung 3-3: Schematische Darstellung der Funktionsweise eines Rasterkraftmikroskops. Ein Laser wird auf die re-
flektierende Rückseite einer Blattfeder gerichtet, an dessen Ende sich eine kleine Spitze befindet. Der Cantilever wird 
dann rasterartig über die Probe gefahren. Die Auslenkungen des Cantilevers werden mittels des Lasers, welcher auf 
eine Vierquadrantenphotodiode fokussiert ist, detektiert. 
 
Cantilever genannt) befindet, wird rasterartig über die Probe gefahren7. Um die Auslen-
kung des Cantilevers zu bestimmen, wird ein Laser auf die reflektierende Rückseite fo-
kussiert. 
Durch die Wechselwirkung der Probe mit der Spitze verbiegt sich der Cantilever. Diese 
Verformung wird durch eine Vierquadrantenphotodiode registriert. Diese Änderung 




                                                     
7 Es gibt zwei unterschiedliche Varianten für das Abrastern. Bei einem wird der Tisch auf dem die Probe 
befestigt ist bewegt und bei der anderen Methode wird der AFM-Kopf bewegt. 
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3.4.1 AC-Mode / Tapping Mode (Alternate Current Mode)8 
Die Untersuchung von biologischen Proben gestaltet sich als schwierig, da die Wechsel-
wirkung mit der Spitze oft zu einer Zerstörung der Probe führte. 1987 wurde ein neuer 
dynamischer Abbildungsmodus eingeführt, welcher die Wechselwirkung zwischen 
Probe und Spitze minimierte 69. Der Cantilever wird hierbei nahe seiner Resonanzfre-
quenz zum Schwingen gebracht. Bei diesem Modus steht die Spitze nicht in Kontakt mit 
der Probe ("Non-Contact Mode"), sondern oszilliert bei einer kleinen Amplitude ober-
halb der zu untersuchenden Probe. Die Bestimmung der Interaktion zwischen Probe und 
Spitze erfolgt durch schwache van der Waals Wechselwirkungen. Um die Auflösung des 
dynamischen Modus zu erhöhen, wurde eine Kombination aus Contact und Non-Contact 
vorgestellt 70. Hierbei handelt es sich auch um einen dynamischen Modus, nur mit dem 
Unterschied, dass die Spitze im unteren Umkehrpunkt der Schwingung die Probe be-
rührt. Die Schwingungsamplitude ist zudem sehr viel höher als im non contact mode (20-
100 nm). Die Anregung des Cantilevers wird vorher durch die Software festgelegt. Die 
Frequenz der Amplitude wird dabei im Bereich von 0-500 kHz aufgetragen. Die Anregung 
wird dann kurz vor dem Resonanzpeak, der Eigenresonanzfrequenz des Cantilevers, 
festgelegt. 
 
Neben den oben genannten Eigenschaften eignet sich dieser Modus nicht nur hervorra-
gend für biologische Proben, er besitzt auch die Möglichkeit in Flüssigkeiten zu messen 
71. Durch die Flüssigkeit wird die Resonanzfrequenz des Cantilevers verringert, was zu 
einer langsameren Scan Geschwindigkeit führt. Das Abbilden in Flüssigkeit reduziert da-






                                                     
8 Der Begriff Tapping Mode ist ein eingetragenes Warenzeichen der Firma Veeco / Digital Instruments. 
Andere Unternehmen wie hier JPK verwenden den Begriff AC-Mode. Beide Begriffe beschreiben in der 
Literatur jedoch den gleichen Modus.  
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3.4.2 Vorbereitung und Messung der DNA-Origami mit dem AFM 
Alle Proben wurden in TAE-Puffer (40 mM Tris, 2 mM EDTA und 12.5 mM MgCl2) gemes-
sen. Dafür wurde ein frisches abgezogenes MICA-Plättchen (Qualität V1, Plano GmbH, 
Wetzlar, Deutschland) mit 10 mM Nickelchlorid-Lösung für 2 Minuten inkubiert, danach 
mit MilliQ-Wasser gewaschen und mit Druckluft getrocknet. Die DNA-Origamis (1 μl 
Probe in 10 μl TAE-Puffer) wurden auf die MICA-Oberflächen gegeben und für 2 Minuten 
inkubiert. Danach wurde die Oberfläche fünfmal mit TAE Puffer gewaschen um Origa-
mis, die nicht angebunden haben, wegzuspülen. Anschließend wurde die Oberfläche mit 
TAE Puffer vollständig bedeckt. 
Die Bilder wurden im AC-Modus aufgenommen. Für hochauflösende Aufnahmen wur-
den ultra short Cantilever (NanoWorld, 330 khz und 0.3 n/m) verwendet. Die Auflösung 
für die Aufnahme betrug 512 x 512 Pixel. Die Kraft mit welcher der Cantilever auf die 
Probe wirkt, wurde auf ein Minimum beschränkt um die Probe zu schonen. 
 
3.5 Herstellung der DNA-Origami Strukturen 
Als Scaffold diente das Genom des Bakteriophagen M13Mp18. In der Tabelle 3-2. befin-
den sich die unterschiedlichen Längen der verwendeten Scaffolds. 
 
Tabelle 3-2: Übersicht der verwendeten Scaffolds zur Herstellung der verwendeten DNA-Origami-Strukturen 





Die modifizierten und unmodifizierten Staple-Stränge wurden von den Firmen MWG, 
IBA und Biomers bezogen. Die Staples wurden in einem 20-fachen Überschuss zum Scaf-
fold gegeben. Durch den Überschuss werden eventuelle Fehleinbauten korrigiert, was 
in einer Erhöhung der korrekt gefalteten Strukturen resultiert. Die Faltung wurde in ei-
nem Thermocycler (Eppendorf) durchgeführt. Dabei wird das Gemisch bestehend aus 
Scaffold, Staples und Puffer erhitzt und anschließend kontinuierlich auf 4 °C runterge-
kühlt. Die Intervalle sowie die Temperatur hängen davon ab wie komplex eine Struktur 
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ist. Bei den 2-dimensionalen Rechteck-Origami (NRO) dauert ein Faltungsprozess ca. 2 
Stunden, wo hingegen für die Nanodisk 3 Tage veranschlagt werden. Die genauen Fal-
tungsprogramme für die jeweiligen hier verwendeten Strukturen und die Zusammen-
setzung der Puffer befinden sich im Anhang. Nach dem Faltungsprozess ist es notwen-
dig, die DNA-Origami-Strukturen von den überschüssigen Staples zu reinigen. Hierzu 
wurde das Reaktionsgemisch in Zentrifugalfilter überführt (Amicon Ultra 0.5 ml, 100 K) 
und dreimal mit 400 µl TAE-Puffer bei 15000 rcf zentrifugiert. Danach wurde der Filter 
mit der Öffnung nach unten in ein neues Zentrifugengefäß überführt und für 3 Minuten 
bei 3000 rcf zentrifugiert, um die Origamis zurückzuerhalten. Das Zentrifugieren fand 




Für die DNA-Origami-Nano-Adapter wurde ein neues Design in Form einer 3-dimensio-
nalen Scheibe, im weiteren als Disk bezeichnet, konstruiert 72. Diese besteht dabei aus 
einer Anordnung von sechs Helix Bündeln (6 HB). Durch die Länge der Helices ergibt sich 
eine elliptische Form und das Origami wird stabilisiert (siehe Abb.3-4). 
Abbildung 3-4: Abgebildet ist die DNA-Origami-Nanodisk, mit der Draufsicht und der Ansicht von unten. Die rote Kugel 
stellt den Farbstoff ATTO 647N dar und die gelben Kugeln die Biotin-Moleküle. Diese sind mittig angeordnet um ein 
optimales anbinden in der Nanoapertur zu gewährleisten. Die Disk ist ungefähr 65 nm lang und 57 nm breit. Der 
Aufbau besteht aus 6 Helix Bündeln die aneinandergereiht sind. Dadurch ergibt sich die elliptische Form und gleich-
zeitig eine starre Struktur.  
Material und Methoden 
38 
 
Durch die Form ergibt sich eine Länge von 65 nm und einer Breite von 57 nm. Die Biotin-
Moleküle zum Anbinden an die NeutrAvidin-Oberfläche sind mittig platziert, um zu ge-
währleisten, dass die Nanodisk gerade und irreversibel in der Nanoapertur bindet.  
Als Alternative zur Disk wurde ein rechteckiges DNA-Origami (NRO) verwendet 65 (siehe 
Abb. 3-5). Dieses hat eine Länge von 100 nm und eine Breite von 70 nm. Im Gegensatz  
 
Abbildung 3-5: Abgebildet ist das rechteckige DNA-Origami. Es besteht aus 23 verknüpften Helices. Die 2 Biotin-Mo-
leküle sind mittig platziert. Im Zentrum der Oberseite ist der Farbstoff ATTO 647N platziert. 
zu den ursprünglich 6 Biotin-Molekülen wurden hier nur 2 Biotin-Moleküle mittig plat-
ziert. Dies soll eine Bindung von mehreren Origamis in den Aperturen verhindern. Das 
NRO besteht aus 23 verknüpften Helices. Auf der Vorderseite ist mittig der Farbstoff 













Für die FRET-Messungen wurde eine DNA-Origami-Nanoantenne 48,49 verwendet (siehe   
Abb.3-6). Diese besteht aus insgesamt 66 DNA Helices. 
 
 
Abbildung 3-6: Abgebildet ist die DNA-Origami-Nanoantenne. Die y-förmige Basis hat eine Höhe von ca. 25 nm. Um 
die 6 Helix Bündel in der Mitte sind 6 weitere Helices angeordnet, welche eine Höhe von 96 nm haben. Die mittleren 
6 Helices haben eine Gesamthöhe von 125 nm. Am oberen Teil befinden sich jeweils auch die Anbindestellen für die 
Goldnanopartikel sowie die Farbstoffe.  
In der Mitte befindet sich ein 6-Helix-Bündel mit einer Höhe von 125 nm. Um dieses 6-
Helix-Bündel sind die anderen Helices platziert. Die äußeren Helices, welche eine y-för-
mige Grundfläche besitzen, haben eine Länge von ca. 25 nm. Die mittleren Helices haben 
eine Länge von 95 nm und werden als 12-Helix-Bundle bezeichnet. An der Unterseite 
der Grundfläche befinden sich acht Biotin-Moleküle. Auf der linken sowie auf der rech-
ten Seite des 6-Helix-Bundles befinden sich jeweils drei Anbindestellen für die 
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Goldnanopartikel. Am 6-Helix-Bundle sind zwei Farbstoffmoleküle angeordnet. 
Der Abstand zwischen Goldnanopartikel und Nanoantenne ist abhängig von der Bin-
dungsart. Hier ergeben sich zwei Möglichkeiten. Bei der einen Variante ist die Funktio-
nalisierung der Nanopartikel so designt, dass das 3‘-Ende von diesem weg zeigt. Bei dem 
Origami ist der DNA-Strang, an welchem der Partikel anbinden soll, am 3‘-Ende soweit 
verlängert, dass dieses von der Struktur weg zeigt. Somit kann eine Bindung zwischen 
Origami und Nanopartikel erfolgen. ("Scheren-Konfiguration"). In der zweiten Variante, 
welche Zipper genannt wird (nach dem Reißverschlussprinzip), zeigt beim Partikel auch 
das 5‘-Ende weg. Durch diese Bindungsart werden die Partikel starrer an das Origami 
gebunden und der Abstand zu den Farbstoffen verringert sich (siehe Abb. 3-7). 
Abbildung 3-7: Abgebildet ist die Nanoantenne mit den zwei verschiedenen Bindungsmodi. a) in diesem Fall zeigt das 
3’-Ende weg vom Partikel. Somit ergibt sich eine sogenannte Scheren-Konfiguration („shear“).      b) hier zeigt das 5’-








Für die FRET Messungen wurden zwei unterschiedliche Varianten der DNA-Origami-Na-
noantenne designt, welche sich nur im Abstand der Farbstoffmoleküle unterscheiden. 
Bei der Probe, welche eine hohe FRET-Effizienz (E = 0.8) aufweist, beträgt der Abstand 
zwischen den Farbstoffen 10 Basenpaare, was einem Abstand von 3.4 nm entspricht. 
Der ATTO 532 fungiert bei dieser Variante als Donor und der ATTO 647N als Akzeptor. 
Bei der anderen Nanoantenne beträgt der Abstand der Farbstoffe ca. 21 Basenpaaren, 
was einem Abstand von 7.14 nm entspricht. Die resultierende FRET-Effizienz ist hier ge-
ringer (E= 0.36). Als Donor-Farbstoff wurde hier der Cy3B verwendet. Die Strukturen der 
Farbstoffe, sowie die Absorptions- und Emissionsspektren sind in Abbildung 3-8 und 3-
9 dargestellt. 
 
Abbildung 3-8: Die chemischen Strukturen der verwendeten Farbstoffe ATTO 532, Cy3B und ATTO 647N. 
 
 
Abbildung 3-9: Dargestellt sind die Emissionsspektren von ATTO 532 und Cy3B und das Absorptionsspektrum von 
ATTO 647N. 
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3.9 Vorbereitung der Oberflächen für die Immobilisierung der                                       
DNA-Nanoantenne 
Die Anbindung der DNA-Origami-Strukturen erfolgt über eine BSA-Biotin-NeutrAvidin-
Bindung. Die NeutrAvidin-Biotin-Bindung zählt mit einer Dissoziationskonstanten von 
10-10 M zu den stärksten nicht-kovalenten Bindungen. Die DNA-Nanoantenne besitzt an 
ihrer Basis 8 Biotin-Moleküle, die eine Bindung mit NeutrAvidin eingehen können. Die 
Vorbereitung der funktionalisierten Oberfläche erfolgte in kleinen Kammern, den soge-
nannten LabTeks (Borsilikat, 8 Kammern, 1.5, Thermo Scientific Nunc, 155411). Im ers-
ten Schritt wurden die Kammern mit einer 1 M KOH-Lösung versetzt, um Verunreinigun-
gen zu entfernen. Anschließend wurden diese mit MilliQ-Wasser gespült. Für die Funk-
tionalisierung wurden 300 µl (1 mg/ml) einer BSA-Lösung (BSA, 7906-10G, Sigma Ald-
rich) mit 100 µl (1 mg/ml) einer BSA-Biotin-Lösung (A8549-10 MGMG, Sigma Aldrich) 
gemischt und in die Kammern gegeben. Nach 4 Stunden bei Raumtemperatur bzw. über 
Nacht im Kühlschrank wurden die Kammern 3-mal mit TAE-Puffer gewaschen. Anschlie-
ßend wurden 100 µl einer NeutrAvidin-Lösung (NeutrAvidin®, Sigma Aldrich) mit einer 
Konzentration von 1 mg / ml in die Kammern gegeben. Nach einer halben  
Stunde wurden die Kammern erneut gewaschen, um ungebundenes NeutrAvidin zu ent-
fernen. Anschließend wurde die Nanoantenne hinzugegeben. 
Die Anbindung wurde mithilfe des konfokalen Mikroskops überprüft. Bei einer ausrei-
chenden Belegung wurden die Kammern erneut mit Puffer gewaschen und anschließend 









Abbildung 3-10: Die Funktionalisierung der Oberfläche, um eine Anbindung der Nanoantenne zu gewährleisten. Die  
Oberfläche ist durch BSA-Biotin passiviert. Dies verhindert eine unspezifische Anbindung der Nanoantenne an die 
Glasoberfläche. Das NeutrAvidin mit seinen 4 Bindungstaschen ermöglicht eine Anbindung an das Biotin und ermög-
licht gleichzeitig die Anbindung der Nanoantennen, welche ebenfalls mit Biotin funktionalisiert sind. 
 
3.10. Goldnanopartikel 
Die Goldnanopartikel wurden von der Firma BBI Solutions bezogen. Für die FRET-Mes-
sungen wurden Nanopartikel mit einem Durchmesser von 20, 40 bzw. 80 nm verwendet. 
Die Absorptionsspektren sind in Abb. 3-11 abgebildet. 
 
 
Abbildung 3-11: Aufgetragen ist die normierte Absorption der Nanopartikel von 20, 40 und 80 nm im Wellenlängen-
bereich von 450 - 750 nm.  
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In der Abbildung ist zu erkennen, dass je nach Größe der Partikel eine unterschiedliche 
Absorption resultiert. Die Absorptionsmaxima sind in Tabelle 3-3 aufgelistet. 
 
Tabelle 3-3: Partikelgrößen mit den dazugehörigen Absorptionsmaxima 
Partikelgröße [nm] Wellenlänge bei max. Absorption [nm] 





3.11 Funktionalisierung der Goldnanopartikel 
Um die Goldnanopartikel spezifisch an die DNA-Nanoantenne zu binden wurden diese 
vorher mit Oligos9 (3'Thiol-TTT TTT TTT TTT TTT TTT TT-5') (Ella Biotech GmbH) funktio-
nalisiert 49. Es wurde ein verändertes Protokoll nach Mirkin verwendet 73. Die gesamte 
Funktionalisierungsprozedur wurde unter ständigem Rühren durchgeführt (VARIO-
MAG®). 2 ml der Nanopartikel-Lösung wurden mit 20 µl Tween20 (10 %, Polysorbat 20, 
Alfa Aesar) versetzt und für 15 Minuten gerührt. Anschließend wurden 20 µl eines Kali-
umphosphatpuffers (eine 4:5 Mischung von P8709/P8584, Sigma Aldrich) hinzugefügt 
und 15 Minuten gewartet. Die Oligos wurden in einer Konzentration von 50 nM hinzu-
gegeben (die genauen Mengen für die jeweiligen Partikelgrößen befinden sich am An-
hang). Die gesamte Mischung wurde über Nacht gerührt. Die Lösung wurde dann auf 40 
°C erhitzt und nach 30 Minuten wurde schrittweise die Salzkonzentration (1xPBS mit 3.3 
M NaCl) auf insgesamt 750 mM erhöht. Die Reinigung erfolgte durch eine 1:1 Verdün-
nung der Lösung mit einem PBS Puffer (1x PBS, 10 mM NaCl, 2.11 mM P8709, 2.89 mM 
P8584, 0.01 % Tween20, 1 mM EDTA) und anschließendem zentrifugieren bei 2800 rcf 
für 20 Minuten bei 20 °C. Der Überstand wurde verworfen und die Lösung anschließend 
wieder mit PBS-Puffer versetzt und erneut zentrifugiert. Diese Prozedur wurde so oft 
wiederholt, bis durch eine Messung der Konzentration der Oligos des Überstandes im 
Nanodrop keine Oligos mehr nachweisbar waren. Diese Schritte sind zwingend notwen-
dig, um die Bindung von noch in Lösungen befindlichen Oligos an die Nanoantenne zu 
                                                     
9 kurze einzelsträngige DNA-Sequenzen werden als Oligonukleotide (kurz: Oligos) bezeichnet 
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unterbinden. Die fertigen funktionalisierten Goldnanopartikel wurden dann soweit mit 
einem TE-Puffer (1x TE, 300 mM NaCl und 12 mM MgCl2) verdünnt, um eine Absorption 
von 0.1-0.3 im Nanodrop zu erhalten. Die Goldnanopartikel wurden anschließend auf 
die LabTek-Kammern gegeben, in der die Nanoantenne bereits immobilisiert war. Die 
Lösung wurde anschließend über Nacht im Kühlschrank inkubiert. Bei einer ausreichen-
den Belegung, durch Überprüfung mittels der Konfokal-Mikroskopie, wurden die Kam-
mern mit TE-Puffer (1x TE, 12 mM MgCl2, 100 mM NaCl) gewaschen und für die Messun-
gen mit dem Puffer bedeckt, um ein austrocknen zu verhindern. 
 
3.12 ZMW Vorbereitung 
Für die Messungen wurden ZMWs der Firma Pacific Biosciences® verwendet. Ein 9 x 9 
mm großer Chip, welcher die ZMWs beinhaltet, ist auf einem Objektträger befestigt 
(siehe Abb.3-12). Es stehen insgesamt 6 verschiedene Durchmesser von ~80 – ~150 nm 
zur Verfügung. Für jede Größe beinhaltet der Chip 3 Felder. Jeder dieser Panels besitzt 
~3000 ZMWs. Der Abstand zwischen den Feldern beträgt vertikal 1 μm und horizontal 4 
μm. Der Chip bietet zusätzlich noch 6 Felder mit einem Durchmesser von ~200 nm.  
 
 
Abbildung 3-12: Dargestellt ist der Chip, welcher auf einem Glas Slide befestigt ist. b) Darstellung des Chip Layouts. 
Jeder Bereich mit den unterschiedlichen Durchmessern von 85 nm - 200 nm besitzt in etwa 3000 ZMWs. c) Beispiel 
eines Bereiches mit ZMWs [Produktdatenblatt Pacifc Bioscences]. 
 
Der Boden der ZMWs ist bereits mit PEG-Biotin funktionalisiert. Dies bietet die Möglich-
keit über eine NeutrAvidin-Biotin Bindung Moleküle an die Glasoberfläche zu immobili-
sieren. Um eine unspezifische Bindung an den Aluminiumwänden zu verhindern, sind 
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diese mit Polyphosphonaten passiviert 17,42 (Produktdatenblatt: non Commercial Zero-
Mode Waveguide Arrays 2011). Um die DNA-Nanoadapter zu immobilisieren wurde der 
Chip zweimal mit MOPS Puffer (50 mM MOPS, 75 mM Kaliumacetat und 12.5 mM Mag-
nesiumchlorid) gewaschen. Anschließend wurde der Chip mit 40 µl einer NeutrAvidin-
Lösung (1 mg / ml) für 30 Minuten versetzt. Das nichtgebundene NeutrAvidin wurde 
durch spülen mit Puffer entfernt. Anschließend wurden die Nanoadapter pur in die ZMW 
gegeben und für 30 Minuten inkubiert. Für die Messungen wurde der Chip dreimal mit 
MOPS gewaschen und bedeckt. Die gleiche Vorgehensweise wurde auch für die DNA-
Origami-Nanodisk verwendet mit dem Unterschied, dass diese vorher verdünnt wurden 
und bei einer ausreichenden Belegung für die Messung vorbereitet wurden. Da die Disk 
von den Dimensionen her kleiner als das NRO ist, sollte durch diesen Schritt die Doppel- 
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4. Ergebnisse und Diskussionen 
Im ersten Unterkapitel werden die Ergebnisse der Beladung von den DNA-Origami-Na-
noadaptern besprochen und diskutiert. Das zweite Unterkapitel beinhaltet die Ergeb-
nisse und Diskussion der FRET-Werte im Hotspot der DNA-Origami-Nanoantenne. 
 
4.1 Positionierung und Beladung von Einzelmolekülen in ZMWs mit                                  
DNA-Origami-Nanoadaptern 
 
4.1.1 AFM-Aufnahmen der DNA-Origami-Nanoadapter 
Die verwendeten DNA-Origami-Nanoadapter wurden wie in Kapitel 3.5 beschrieben her-
gestellt und gereinigt. Ihre korrekte Faltung wurde wie in Kapitel 3.4 beschrieben mit-
hilfe eines AFM überprüft. Abbildung 4-1 zeigt die Aufnahme der rechteckigen DNA-Ori-
gamis (NRO) sowie von der DNA-Origami-Nanodisk (ND). Im ersten Schritt wurde eine 
Übersichtsmessung durchgeführt. Dies dient dazu einen Überblick über die Anzahl von 
korrekt gefalteten Strukturen zu erhalten. Die Übersichtsbilder zeigen, dass die Faltung 
der meisten Strukturen korrekt verlaufen ist. Durch den Einfluss des Cantilevers und der 
Messparameter kann es vorkommen, dass einige Strukturen zerstört werden, wie oben 
auf den Übersichtsbildern zu erkennen ist. Durch die richtige Einstellung der Messpara-
meter im Laufe der Messung kann dies verringert werden 74. Die kleinen Ausschnitte 
zeigen eine Vergrößerung der Strukturen. Hierfür wurde der zu messende Bereich aus-
gewählt und nochmals gescannt. Dies resultiert in einer höheren Auflösung. Bei dem 
rechteckigen DNA-Origami ist sehr deutlich die Wabenstruktur zu erkennen. Da es sich 
bei der DNA-Origami-Nanodisk um eine dreidimensionale Struktur handelt, ist es 
schwierig die Struktur hochauflösend darzustellen. Insgesamt zeigen die AFM-Aufnah-










Abbildung 4-1: AFM Bilder der rechteckigen DNA-Origami-Struktur (a) und der DNA-Origami-Nanodisk (b). Die kleine-
ren Bilder zeigen einen vergrößerten Ausschnitt der Strukturen mit der dazugehörigen Höhenskala. Wiedergabe aus 
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4.1.2 Beladung der ZMWs 
Da die DNA-Origami-Nanodisk einen kleineren Durchmesser besitzt als die kleinste ZMW 
(80 nm Durchmesser) wurde das rechteckige DNA-Origami verwendet, um den Größen-
ausschluss bei der Platzierung in der Apertur zu demonstrieren. Durch die Dimension 
des NROs kann dieses nicht in ZMWs mit einem Durchmesser von weniger als 120 nm 
anbinden. Zur Kontrolle wurde zusätzlich ein DNA-Doppelstrang (dsDNA), welcher eben-
falls mit einem Biotin-Molekül und dem Fluoreszenzfarbstoff ATTO 647N modifiziert 
war, in die ZMWs gebunden (siehe Abb.4-2). Dies diente später als Referenz für den 
Vergleich der spektroskopischen Eigenschaften der Farbstoffe in den ZMWs (siehe Kapi-
tel 4.1.3). 
 
Abbildung 4-2: Übersicht über die ZMWs mit den verschiedenen DNA-Origami-Nanoadaptern. Aufgrund der Größe 
können die Nanodisk und die dsDNA auch in die kleineren Aperturen anbinden. Das NRO hat eine Diagonale von ca. 











Im ersten Schritt wurde ein NRO mit vier Biotinen an den Ecken des DNA-Origami ver-
wendet (siehe Abb. 4-3).  
Abbildung 4-3: Abgebildet ist der modifizierte rechteckige Nanoadapter mit vier Biotinen, welche am Rand platziert 
sind. Die Position des Farbstoffes befindet sich mittig auf der Oberseite. 
Um die Anzahl der DNA-Origami-Nanoadapter in den ZMWs zu bestimmen, wurden wie 
in Kapitel 3.2 beschrieben, fluoreszenzspektroskopische Messungen durchgeführt. Hier-











Abbildung 4-4: Dargestellt sind die typischen Intensitätspuren, welche nach dem Scan aufgenommen worden sind. 
Die jeweiligen Spots I und II wurden im Laserfokus platziert und die Spuren aufgenommen. Bei dem ersten Spot ist 
nur ein Bleichschritt zu erkennen, damit handelt es sich um ein einzelnes Molekül. Bei dem zweiten Spot sind zwei 
Bleichschritte zu erkennen. In diesem Fall handelt es sich um zwei Farbstoffmoleküle. Der Maßstabsbalken beträgt     
5 µm. Wiedergabe aus Lit.[72] mit Genehmigung der American Chemical Society. 
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Nach jedem Scan wurden die belegten ZMWs in den Laserfokus platziert. Anhand der 
Anzahl der Bleichschritte der Intensitätspur konnte die Anzahl der Farbstoffmoleküle in 
den belegten ZMWs bestimmt werden. 
Wurde kein Molekül detektiert, obwohl im Scan die ZMW belegt war, wurde dieser zu 
der Einzelbelegung hinzugezählt. Dies konnte erfolgen, da das gleichzeitige Bleichen von 
zwei Farbstoffmolekülen im Scan unwahrscheinlich ist. 
Die Ergebnisse der Belegung sind in Abbildung 4-5 dargestellt.  
 
Abbildung 4-5: Dargestellt ist die Beladung für verschiedene Durchmesser der ZMW a) und der Vergleich der Poisson-
Verteilung mit der gemessenen Verteilung des Nanoadapters mit den Biotinen in der Ecke b). Alle ZMW der Größe 
von 200 nm konnten belegt werden. Eine dritte Fraktion mit einer Dreifachbelegung sowie einer kleinen Fraktion mit 
einer Vierfachbeladung wurde gemessen. 
Bei der Messung war keine Fraktion ohne Belegung vorhanden. Im Fall der Einzelbele-
gung konnte eine maximale Belegung bei 60 % erreicht werden.  In den 200 nm ZMWs 
wurde ebenfalls eine Fraktion mit einer Dreifach – und Vierfachbelegung gemessen. 
Diese sind höher als die erwartete Poisson-Verteilung.  Ein möglicher Grund dafür könn-
ten die Anordnung der Biotine an dem DNA-Origami sein. Da sich die vier Biotine an den 











Abbildung 4-6: Die Biotine befinden sich am Rand des Nanoadapters. Dadurch ergibt sich die Möglichkeit, dass diese 
sich hochkant in den ZMWs anordnen können. Dadurch kann die Dreifach- und auch die Vierfachbelegung erklärt 
werden. 
Die Position der Biotine spielt also eine wesentliche Rolle. Um zu gewährleisten, dass die 
DNA-Origami-Nanoadapter irreversibel und mittig in die ZMW binden, wurden statt vier 
nur zwei Biotine verwendet.  Diese befinden sich nicht am Rand, sondern mittig an der 
Unterseite (siehe Kapitel 3.6). Durch diese Anordnung soll gewährleistet werden, dass 
die modifizierte Oberfläche vor einer weiteren Anbindung eines Nanoadapters ge-
schützt ist.   
Dies setzt voraus, dass die DNA-Origami-Strukturen parallel und so nah wie möglich an 
die modifizierte PEG-Glasoberfläche in der Apertur anbinden. Durch die Anordnung der 
Biotin-Moleküle im Zentrum der DNA-Origami-Nanoadapter ist nicht nur die Anbindung 
gewährleistet, sondern auch das Problem der Orientierung gelöst. Die DNA-Origami bin-
den immer so in den Aperturen, dass sich der Farbstoff bzw. die biomolekulare Einheit 









Abbildung 4-7: Abgebildet ist die Bindungsstrategie der DNA-Origami-Nanoadapter. Durch die mittige Anordnung der 
Biotine und der irreversiblen Bindung wird verhindert, dass sich mehr als ein Nanoadapter in den ZMWs bindet. Die 
Nanoadapter können somit als Transporter für Biomolekulare Proben verwendet werden. Verändert nach 72. 
 
Die Ergebnisse der Nanoadapter mit den zwei mittig angeordneten Biotinen sind in Ab-
bildung 4-8 zusammengefasst. 
 
Abbildung 4-8: a) Aufgetragen ist die Belegung des rechteckigen Nanoadapters. Die Einzelbelegung bei den 200 nm 
ZMW beträgt über 60 %. Für kleinere Durchmesser sinkt die Belegung und aufgrund des Grenzdurchmessers von 
122 nm des Nanoadapters ist keine Belegung bei den 100 nm und 85 nm ZMW vorhanden. b) Gegenübergestellt ist 
die Poisson-Verteilung mit der gemessenen Verteilung des rechteckigen Nanoadapters in den 200 nm ZMW. Für die 
Einzelbelegung ergibt sich ein Wert von über 60 %. Eine Fraktion mit einer Doppelbelegung ist zwar vorhanden, aber 
geringer als die ideale Poisson-Verteilung. Wiedergabe aus Lit.[72] mit Genehmigung der American Chemical Society. 
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Bei Durchmessern von weniger als 120 nm konnten aufgrund ihrer Größe keine Nano-
adapter anbinden. Für Durchmesser größer als 120 nm steigt die Belegung stark an. Eine 
maximale Beladung von 60 % wird bei den 200 nm ZMWs erreicht. Ab einem Durchmes-
ser von 140 nm wurde zudem eine Doppelbelegung der NRO Adapter beobachtet. Der 
Anteil der Doppelbelegungen ist jedoch erheblich geringer als gemäß einer Poisson-Ver-
teilung (für 𝜆 = 1) zu erwarten gewesen wäre. In diesem Falle treten keine Dreifach- 
oder Vierfachbelegungen auf.  
Der Anteil der Einzelbelegungen, welcher durch eine stochastische Anbindung nur 20 – 
35 % erreichen würde 21,41, kann durch den Einsatz der Nanoadapter somit um das Dop-
pelte gesteigert werden72. 
Trotz längerer Einwirkzeit (1-2 Stunden), konnte keine vollständige Belegung erreicht 
werden. Die zwei Biotin-Moleküle an dem NRO können nur an einen kleinen Teil der 
modifizierten Oberflächen anbinden, sodass ein Fehlen von Neutravidin in diesem Be-
reich nicht zur Bindung geführt hat. Diese Begründung kann dadurch untermauert wer-
den, dass die Belegung mit der dsDNA und der Nanodisk (siehe Abb.4-9) zu 100 % er-
folgt. 
Abbildung 4-9: a) die Einzel- und Doppelbelegung für verschiedene ZMW Durchmesser der DNA-Origami-Nanodisk. 
Die Einzelbelegung erreicht wie bei den rechteckigen Nanoadaptern eine Sättigung bei über 60 %. b) Der Vergleich 
zwischen der Poisson-Verteilung und der gemessenen Verteilung der Nanodisk in den 200 nm ZMW. Aufgrund der 
Größe der DNA-Origami-Nanodisk kann diese mehr Bereiche abdecken, sodass im Gegensatz zu dem rechteckigen 
Nanoadapter keine Fraktion mit 0 Molekülen gemessen wurde. Unterschied zum NRO ist eine dritte Fraktion mit einer 
Dreifachbelegung, deren Anteil höher liegt als nach der Poisson-Verteilung erwartet. Wiedergabe aus Lit.[72] mit Ge-
nehmigung der American Chemical Society. 
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Bei der Nanodisk erfolgt auch hier bei den 200 nm ZMW eine Sättigung bei über 60 % 
für die Einzelbelegung. Aufgrund der Größe der Nanodisk und dass sich vier Biotin-Mo-
leküle statt zwei auf der Unterseite befinden, wurde auch eine Fraktion mit einer Drei-
fachbelegung gemessen. 
Zur Kontrolle wurden die Experimente wiederholt, mit dem Unterschied, dass die DNA-
Origami-Nanoadapter nicht mit Biotin funktionalisiert waren. Dies soll zeigen, dass die 
Bindung ausschließlich über die Biotin-Neutravidin-Bindung stattfand (Abb.4-7). In die-
sem Fall wurde kein Molekül detektiert (kein Molekül in 225 ZMWs für jeden Durchmes-
ser). 
 
Abbildung 4-10: Abgebildet sind die fluoreszenzspektroskopischen Aufnahmen der NRO Nanoadapter a) ohne Biotine 
und mit den b) mittig angeordneten Biotinen in den 200 nm ZMW. Ohne Biotine erfolgte keine Anbindung in den 200 
nm ZMW. 
Zusammengefasst befinden sich alle Daten der Belegung für die 200 nm ZMWs in Tabelle 
4-1. 
Tabelle 4-1: Alle Daten der Belegung in den 200 nm ZMW. In der letzten Zeile befinden sich die Werte einer idealen 
Poisson-Verteilung zum Vergleich. 
Anzahl Farbstoffe 0 1 2 3 4 
NRO 2 Biotine im Zentrum 25,42 % 61,25 % 13,33 % - - 
Nanodisk - 61,00 % 20,00 % 19 % - 
NRO Biotine in der Ecke - 61,30 % 18,80 % 17,30 % 2,60 % 
Poisson-Verteilung 36,78 % 36,78 % 18,39 % 6,13 % 1,52 % 
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4.1.3 Fluoreszenzspektroskopische Eigenschaften in den ZMWs 
Um die Eigenschaften der Fluoreszenz der Farbstoffe in den ZMWs näher zu untersu-
chen, wurde die Nanodisk und die dsDNA verwendet. Zum Vergleich wurde die Fluores-




Abbildung 4-11: Die Fluoreszenzlebensdauern für die Nanodisk und die dsDNA in den a) 100 nm ZMW und b) 200 nm 
ZMW. Die Intensitäten in sind in beiden Fällen geringer als bei der Messung außerhalb der ZMW. Es gibt eine kleine 
Überschneidung der Population der dsDNA und der Nanodisk. Die Fluoreszenzlebensdauern der Nanodisk sind in den 
100 nm ZMW höher als in den 200 nm ZMWs. Wiedergabe aus Lit.[72] mit Genehmigung der American Chemical 
Society. 




Für die Referenz wurden die Fluoreszenzlebensdauern der dsDNA und Nanodisk in ei-
nem LabTek gemessen (siehe Material und Methoden). Die Messung zeigt, dass es keine 
Unterschiede bei den Fluoreszenzlebensdauern gibt (siehe Abb.4-12). 
 
Abbildung 4-12: Die Referenzmessung der Nanodisk und der dsDNA in einem LabTek. Es ergeben sich keine Unter-
schiede in der Fluoreszenzlebensdauer. Wiedergabe aus Lit.[72] mit Genehmigung der American Chemical Society. 
Für die dsDNA in der 200 nm und 100 nm ZMW wurde eine Fluoreszenzlebensdauer von 
1,5  ± 0,4 ns gemessen. Für die Nanodisk betrug die Fluoreszenzlebensdauer in der 200 
nm ZWM 2,4 ± 0,3 ns und für die 100 nm ZMW 3,2 ± 0,5 ns. Die Verteilungsbreite der 
Fluoreszenzlebensdauer ist normalerweise bei einer längeren Abklingdauer größer 75, in 
diesem Fall zeigen die Fluoreszenzlebensdauern bei beiden Fällen eine homogene Ver-
teilung (siehe Abb.4-12). Eine Verkürzung der Fluoreszenzlebensdauer ist in beiden 
ZMWs und bei den unterschiedlichen Strukturen erkennbar. Dieses steht im Einklang 
mit anderen Ergebnissen in der Literatur 21,76–78. Die Fluoreszenzlebensdauer in den 100 
nm ZMW ist für den Fall der Nanodisk höher als in den 200 nm ZMW. Dies ist ungewöhn-
lich, da normalerweise bei einem kleineren Durchmesser der Einfluss der Metallwände 
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auf die verschiedenen Raten zunimmt. Um die Ergebnisse besser interpretieren zu kön-
nen, wurden elektromagnetische FDTD10-Simulationen durchgeführt 72. Diese zeigen die 
Verteilungen der Fluoreszenzlebensdauern für die auf einer Glasoberfläche bzw. in der 
ZMW immobilisierte Probe (siehe Abb.4-13). 
 
 
Abbildung 4-13: Aufgetragen sind die simulierten Fluoreszenzlebensdauern der dsDNA und der Nanodisk in den a) 
100 nm ZMW und b) den 200 nm ZMW. Die Fluoreszenzlebensdauern sind auf die in der Referenz gemessenen Werte 
normiert. c) und d) zeigen die Aufenthaltswahrscheinlichkeit der beiden Strukturen in der ZMW. Die Position bezieht 
sich auf den Abstand vom Mittelpunkt der ZMW. Zur Verfügung gestellt von Dr. Guillermo Acuna. Wiedergabe aus 
Lit.[72] mit Genehmigung der American Chemical Society. 
Die Simulationen bestätigen die experimentellen Ergebnisse und erklären zum Teil die 
höheren Fluoreszenzlebensdauern in kleineren ZMW. Zur zusätzlichen Bestätigung der 
Ergebnisse wurden die Fluoreszenzlebensdauer der NRO Nanoadapter bestimmt und 
                                                     
10 Finite Difference Time Domain: Finite-Differenzen-Methode im Zeitbereich. Es handelt sich hierbei um 
klassische numerische Verfahren zur Lösung von Differenzialgleichungen (46). 
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mit den obigen Daten verglichen. Auch hier ist der Trend zu längeren Fluoreszenzlebens-
dauern bei kleineren Durchmessern zu erkennen (siehe Abb. 4-14). 
 
 
Abbildung 4-14: Aufgetragen sind die Fluoreszenzlebensdauern des NRO in verschiedenen ZMW Durchmessern. Die 
Fluoreszenzlebensdauern werden für kleinere Durchmesser höher. Die Intensität ist in der ZMW um den Faktor ~10 
geringer als außerhalb der ZMW.  
Die Verteilung der Fluoreszenzlebensdauern ist ähnlich wie bei der Nanodisk. Es wurden 
keine Fluoreszenzlebensdauern unter 1.5 ns gemessen. Grund hierfür ist der höhere 
Mindestabstand von den Metallwänden von ~ 35 nm. 
 
Um die Fotophysikalischen Prozesse in den ZMWs besser zu verstehen, wurde die Na-
nodisk so modifiziert, dass sich der Farbstoff am Rand des Origami befindet (siehe Abb. 
4-15).  Durch diese Anordnung kann jede mögliche Position des Farbstoffes in den ZMWs 
ermöglicht werden. Die nachfolgenden Messungen und Auswertungen wurden  von Phil 
Holzmeister durchgeführt76.  
Für die Messungen wurde der Sauerstoff enzymatisch entzogen um Triplett Blinken zu 
induzieren, welches zu einer monoexponentiellen Abklingkurve der Autokorrelations-
funktion führt. Das hellste Molekül (orange) hat eine kürzere Fluoreszenzlebensdauer 
(Abb. 6e) als ein Molekül mit mittlerer- (Magenta) oder niedriger Intensität (olivgrün). 
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Alle hier gemessenen Moleküle sind von der Intensität niedriger als die Referenzmes-
sung (die Diskussion der Fluoreszenzintensität in den ZMW erfolgt im Kapitel 4.1.4)76. 
 
 
Abbildung 4-15: Übersicht der Messungen und der Nanodisk in den ZMW. a) Abgebildet ist die Nanodisk in den ZMWs. 
Der Farbstoff ATTO 647N (roter Punkt) befindet sich am Rand der Nanodisk. b) Draufsicht auf die ZMW in dem die 
Nanodisk immobilisiert ist. Der Farbstoff besitzt durch die Anordnung auf der Nanodisk immer einen Mindestabstand 
zu der Metallwand der ZMW und zusätzlich die Möglichkeit jede beliebige mögliche Position in der ZMW anzuneh-
men. c) Abstandssimulationen bezüglich des Farbstoffes von den Aluminiumwänden der ZMW, für die Durchmesser 
200 nm (schwarz), 136 nm (rot) und 114 nm (blau). Die Simulationen wurden für 100.000 Nanodisk berechnet. d) 
Fluoreszenzintensitätspuren für drei unterschiedliche Farbstoffmoleküle in den 114 nm ZMWs. Die Heterogenität 
kommt die unterschiedlichen Positionen der Farbstoffe in den ZMWs zustande. Zur Besserung Darstellung wurden 
unterschiedliche Versatze verwendet. e) die zu den Fluoreszenzintensitätspuren korrespondierenden Fluoreszenzab-
klingkurven. Die schwarze Kurve stellt zum Vergleich die IRF dar und f) die korrespondierenden AC Funktionen. Zur 
Verfügung gestellt von Dr. Phil Holzmeister. Wiedergabe aus Lit.[ 76] mit Genehmigung der Nature Publishing Group. 
 
Anhand der oben gezeigten Messungen, konnten Rückschlüsse auf die verschiedenen 
Raten, der Anregungsrate und der Quantenausbeute geschlossen werden (Abb. 4-16) 76. 
Die Reduzierung der Anregungsrate kann teilweise durch das evaneszentes Anregungs-
feld der ZMW erklärt werden. Interessanterweise steigt die Fluoreszenzlebensdauer bei 
kleineren Durchmessern der ZMW. Dies erscheint auf den ersten Blick nicht intuitiv. Be-
findet sich ein Fluorophor näher an den Metallwänden sollte sich die Fluoreszenzlebens-
dauer reduzieren.  Grund hierfür ist, dass die radiativen Raten in kleinen ZMWs unter-
drückt werden. Je schlechter das Anregungsfeld in die Apertur ist, desto schlechter kann 
es raus. Um einen systematischen Fehler auszuschließen, wurden die Ergebnisse durch 
die Arbeitsgruppe Wenger bestätigt (siehe Anhang). Es wurden die gleichen ZMW ver-
wendet und der Trend zu längeren Fluoreszenzlebensdauern konnte bestätigt werden. 
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Abbildung 4-16: Dargestellt sind die Fotophysikalischen Eigenschaften von einzelnen Farbstoffmolekülen in verschie-
denen ZMW Durchmessern. a) Verteilung der Fluoreszenzlebensdauer in verschiedenen ZMWs mit den Durchmesser 
114 (n= 45), 136 (n=45) und 200 nm (n=90). Die Punkte repräsentieren den Maximal-, Mittel- und Minimalwert. Die 
Whisker und Boxen beinhalten 95-5 % und 75-25 %. Die horizontale Linie gibt den Medianwert der Verteilung an. Die 
drei Pfeile (Orange, Grün und Magenta) repräsentieren die Moleküle aus Abbildung 4-15. (b-c) Verteilung der radia-
tiven und der nichtradiativen Rate. Für kleine Durchmesser ist ein Trend zu niedrigen Fotophysikalischen Raten er-
kennbar. Durch diesen Trend steigt die Fluoreszenzlebensdauer bei niedrigen Durchmessern. Zur Verfügung gestellt 
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4.1.4 Eigenschaften der Fluoreszenzintensität der Farbstoffe in den ZMW 
Die Intensität in den ZMW war bei jeder Messung um den Faktor 10 geringer als außer-
halb der ZMW. Bei den Messungen konnte nicht ein Molekül detektiert werden, welches 
eine Intensitätssteigerung aufwies. Dies wurde in einer anderen Messung mit den glei-
chen ZMWs bestätigt 76. Dies ist zunächst überraschend, da in zahlreichen Veröffentli-
chungen von einer Intensitätserhöhung gesprochen wird 77,79–83. Hierbei handelt es sich 
hauptsächlich um Simulationen und FCS - Messungen. Um die in dieser Arbeit gemesse-
nen Daten mit denen in der Literatur zu vergleichen, müssen einige Aspekte berücksich-
tigt werden: 
- Das Material: Die hier verwendeten Farbstoffe zeigen eine starke Resonanz-
wechselwirkung mit Gold und Silber. Die spektralen Resonanzen für Aluminium 
befinden sich im UV-Bereich 84,85. Die Simulationen für Aluminium sagen zwar 
eine geringe Intensitätssteigerung voraus, der Hauptteil der Simulationen basiert 
aber auf der Verwendung von Gold und Silber. Neuere Messungen zeigen hinge-
gen keine Intensitätsverbesserungen bzw. die gleichen Ergebnisse in den glei-
chen ZMW, welche in dieser Arbeit verwendet wurden 76 86. 
- In dieser Arbeit wurden einzelne ZMW untersucht. Die Wellenlängen für Inten-
sitätsverbesserungen hängen dabei von Faktoren wie der Anzahl der ZMW 87, der 
Größe der ZMW 88 sowie der Anordnung der ZMWs 89 ab. Die Intensitätssteige-
rung tritt nur ein, wenn die Anregungswellenlänge auf die Resonanz trifft, welche 
durch die oben beschriebenen Parameter eintritt. Ist die Anregungswellenlänge 
nicht in Resonanz mit der Apertur, kann keine Intensitätssteigerung erfolgen.  
- Bei den Simulationen der Anregungsfelder in isolierten ZMWs wird eine ebene, 
polarisierte Welle in der Ebene der Grenzfläche der ZMW verwendet 85,90. Dies 
ist eine starke Vereinfachung. Wird Licht auf eine Apertur in verschiedenen Win-
keln fokussiert führt dies zu unterschiedlichen Werten und der Diskrepanz zwi-
schen Simulation und Experiment. 
Ein Grund für die niedrige Intensität ist wahrscheinlich die Passivierungs-Schicht die 
ein Areal blockiert, in dem eine Intensitätssteigerung möglich wäre. Bezüglich der 
Fluoreszenzintensität wurden ebenfalls Kontrollmessungen der Arbeitsgruppe 
Wenger durchgeführt. Die Messungen bestätigen die hier gezeigten Daten. Ein 
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Grund könnte die Passivierungsschicht sein, die ein Areal blockt, in welcher eine In-
tensitätssteigerung stattfinden könnte. 
Die hier in dieser Arbeit gemessenen Intensitäten stehen nicht im Widerspruch zur 
Literatur, sondern zeigen nur weitere spektroskopische Eigenschaften der Farbstoffe 
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4.2 Eigenschaften des FRET-Wertes im Hotspot einer DNA-Origami Nanoantenne 
Für die Untersuchung des FRET-Wertes wurden zwei Varianten der Nanoantenne ver-
wendet (siehe Material und Methoden). Die theoretisch erwartete Energietransfereffi-
zienz kann nach Gleichung 2.5 berechnet werden. Dazu wird das Überlappungsintegral 
𝐽 aus dem Emissionsspektrum des Donors und dem Absorptionsspektrum des Akzeptors 
berechnet. Der Försterradius wird nach Gleichung 2.6 berechnet. Für den Brechungsin-
dex wird der Wert von Wasser verwendet (1,33)38. Die Werte der Donorquantenaus-
beute 𝜙𝐷 wurden aus der Literatur entnommen
91,92. Die Farbstoffe sind über einen Lin-
ker an das Nukleotid gebunden. Dadurch ergibt sich keine spezifizierte Orientierung und 
der Wert für 𝜅2 wird auf 2/3 gesetzt (siehe Kapitel 2.2). Die berechneten Werte für die 
beiden n Anordnungen der Farbstoffe sind in Tabelle 4-2 angegeben. 
 
Tabelle 4-2: Aufgelistet sind sämtliche Werte, die zur Berechnung der Energietransfereffizienz benötigt werden. 
FRET-Paar 𝜿𝟐 𝑱[𝑳/𝒎𝒐𝒍 ∙ 𝒄𝒎 ∙ 𝒏𝒎𝟒] 𝝓𝑫 𝑹𝟎 
[nm] 
𝒓 [nm] 𝑬𝒕𝒉𝒆𝒐𝒓𝒆𝒕𝒊𝒔𝒄𝒉 
Cy3B / ATTO 
647N 
2/3 5,99 0,67 6,49 7,14 0,36 
ATTO 532 / 
ATTO647N 
2/3 3,02 0,9 6,09 3,4 0,97 
 
Für das FRET Paar Cy3B/ATTO 647N beträgt die FRET-Effizienz 0,36 und für das FRET Paar 
ATTO 532/ATTO 647N 0,97. Im nachfolgenden wird die Nanoantenne mit dem FRET-
Paar Cy3B/ATTO 647N als nF (niedrige FRET Probe) und die Nanoantenne mit dem ATTO 
532/ATTO 647N Paar als hF (hohe FRET Probe) bezeichnet. 
Die Herstellung, Reinigung und das Anbinden der Goldnanopartikel an die Nanoanten-
nen erfolgt wie im Kapitel 3 beschrieben. Die genauen Zusammensetzungen und Kon-
zentrationen befinden sich im Anhang. Die korrekte Faltung der DNA-Origami Nanoan-
tenne wird mittels der Rasterkraftmikroskopie überprüft. Abbildung 4-17 zeigt eine sol-
che Aufnahme der Nanoantenne. Das Übersichtsbild zeigt, dass alle Strukturen korrekt 
gefaltet haben und eine hohe Anzahl von Nanoantennen vorhanden ist. Die Basis hat 
eine hammerähnliche Struktur und passt mit dem theoretischen Design überein.  





Abbildung 4-17: Dargestellt ist eine AFM Aufnahme der Nanoantenne. Das Übersichtsbild zeigt, dass die Nanoantenne 
korrekt gefaltet hat und in hoher Anzahl vorhanden ist 
 
Im ersten Schritt wurde die FRET-Effizienz der beiden Proben im präparierten LabTek 
gemessen (siehe Material und Methoden), um einen Vergleich mit den theoretischen 
Werten zu erhalten. Hierzu wurden, analog wie bei den Nanoadaptern, Fluoreszenzin-
tensitätsspuren aufgenommen. Abbildung 4-18 zeigt solch eine Spur. 
Die Anregung der Laser erfolgt alternierend (100 ms). Die rote Spur repräsentiert die 
Akzeptorabsorption-Akzeptoremission (FlAA), die orange Spur die Donorabsorption-Ak-
zeptoremission (FlDA) und die grüne Spur die Donorabsorption-Donoremission (FlDD). An-
hand dieser Spuren erfolgt nach Gleichung 2-11  die Bestimmung der FRET-Effizienz. Ab-










Abbildung 4-18: Dargestellt ist eine typische Intensitätsspur. Die Anregungsleistung beträgt 3 µW beim roten und 
2 µW beim grünen Laser. Die Zeit pro Bin beträgt 10 ms. Die Alternierungsfrequenz der beiden Laser beträgt 10 Hz.  
Die rote Spur (FlAA) repräsentiert die Emission des ATTO 647N bei direkter Anregung. Die grüne Spur (FlDD) repräsen-
tiert die Emission des ATTO 532 bei direkter Anregung. Die orange Spur (FlDA) repräsentiert die Emission des ATTO 
647N bei Anregung des ATTO 532 (FRET-Kanal). Die Intensität des Donorfarbstoffes erhöht sich, wenn der Akzeptor 
irreversibel zerstört wird, da dieser die Energie nicht mehr aufnehmen kann. 
 
Abbildung 4-19: Aufgetragen ist die Fluoreszenzlebensdauer gegen die FRET-Effizienz. Die Werte für die Fluoreszenz-
lebensdauern unterscheiden sich nur gering. Die Messung bestätigt die theoretische Berechnung der FRET-Werte. Es 
gibt eine Variante mit einem hohen und einem niedrigem FRET-Wert. In Zusammenarbeit mit Johann Bohlen93. 
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Die erhaltenen Ergebnisse wurden histogrammiert und mittels einer Gauß Funktion ge-
fittet, um den Fehler der Fluoreszenzlebensdauer zu bestimmen. Die Fluoreszenzlebens-
dauer der nF Nanoantenne beträgt 4,48 ± 0,04 ns und die der hF Nanoantenne 4,05 ± 
0,02 ns. Die erhaltenen Werte der Fluoreszenzlebensdauern werden dann als Referenz 
für die Messungen mit den Goldnanopartikeln verwendet. Für die hF Nanoantenne be-
trägt der 𝐸–Wert 0,81 ± 0,04 und für die nF Nanoantenne 0,30 ± 0,08. Alle gemessenen 
Daten sowie die theoretischen Werte sind in den Tabellen 4-3 und 4-4 zusammenge-
fasst: 
Tabelle 4-3: Zusammenfassung der theoretischen und den gemessenen Fluoreszenzlebensdauern der beiden Nano-
antennen. 
 
Nanoantenne Fluoreszenzlebenszeit experimentell [ns] 
hF 4,08 ± 0,06 
nF 4,57 ± 0,04 
 







hF 0,81 ± 0,04 0,97 15,90 





Im nächsten Experiment wurde die FRET-Effizienz der nF Monomer und Dimer Nanoan-
tenne mit 40 – und 80 nm Goldnanopartikel gemessen. Die Ergebnisse sind in den Ab-









Abbildung 4-20: Aufgetragen ist die Fluoreszenzlebensdauer gegen die FRET-Effizienz für a) 40 nm Goldnanopartikel 
und b) 80 nm Goldnanopartikel. Zu erkennen sind zwei Populationen, eine ohne Nanopartikel (oNP) und eine mit 
Monomer und Dimer (M und D). Eine Unterscheidung zwischen der Monomer und Dimer Nanoantenne ist nicht mög-
lich. Die FRET-Effizienz verringert sich, wenn Partikel angebunden sind. Die Fluoreszenzlebensdauer verringert sich 
erwartungsgemäß ebenfalls. In Zusammenarbeit mit Johann Bohlen93 
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In Anwesenheit von Goldnanopartikeln wird die FRET-Effizienz verringert. Eine Unter-
scheidung zwischen der Monomer und der Dimer Population ist nicht möglich. Anhand 
der Fluoreszenzlebensdauer sind zwei Fraktionen erkennbar, eine mit Nanopartikel und 
eine ohne Nanopartikel (oNP). 
Im nächsten Experiment wurde die FRET-Effizienz der Monomer und Dimer hF Nanoan-
tenne bestimmt. Es wurden Partikel der Größen 20 nm, 40 nm und 80 nm verwendet. 
Die Ergebnisse der Messungen sind in der Abbildung 4-21 dargestellt: 
 
 





Abbildung 4-21: Abgebildet sind die Ergebnisse der FRET Messungen der hF-Probe mit a) 20 nm Partikel, b) 40 nm 
Partikel und c) 80 nm Partikel. Bei a) und b) sind drei Populationen zu erkennen. Bei c) ist wiederum keine Unterschei-
dung zwischen der Monomer und Dimer Population möglich. Bei allen drei Messungen ist eine Reduzierung der FRET-
Effizienz zu erkennen. Die Fluoreszenzlebensdauer nimmt mit zunehmender Größe der Partikel ab. In Zusammenar-
beit mit Johann Bohlen93.  
Bei den 20 nm und 40 nm Partikeln sind drei Populationen erkennbar. Eine ohne Parti-
kel (oNP), eine mit nur einem Partikel (M) und eine mit zwei Partikeln (D). Bei der hF 
Nanoantenne mit 80 nm Partikeln ist keine Unterscheidung zwischen der Monomer 
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4.2.1 Einfluss der Goldnanopartikel auf die Fluoreszenzlebensdauer 
Die gemessenen Fluoreszenzlebensdauern sämtlicher Proben von ATTO 647N sind in Ta-
belle 4-5 zusammengefasst. 
Tabelle 4-5: Dargestellt ist die gemessene Fluoreszenzlebensdauer von ATTO 647N von der Monomer / Dimer nF-
Probe mit 20 und 40 nm Goldnanopartikel. Zum Vergleich dienen die Monomer / Dimer hF-Proben mit 20, 40 und 80 
nm Nanopartikeln und den Referenzwerten. 
Fluoreszenzlebensdauer ATTO 647N [ns] 
Probe Monomer Dimer oNP Referenz 
nF – 40 nm Monomer 0,93 ± 0,04 - 4,29 ± 0,05 
4,57 ± 0,04 
nF – 80 nm Dimer 0,49 ± 0,02 -  
hf – 20 nm Monomer 1,51 ± 0,08 - 4,13 ± 0,10 
4,08 ± 0,06 
hf – 20 nm Dimer 1,42 ± 0,03 0,41 ± 0,16 4,35 ± 0,61 
hf – 40 nm Monomer 0,96 ± 0,04 - 4,12 ± 0,22 
hf – 40 nm Dimer 0,99 ± 0,05 0,46 ± 0,09 3,92 ± 0,36 
hf – 80 nm Monomer 0,66 ± 0,01 - 4,34 ± 0,79 
hf – 80 nm Dimer - - 3,87 ± 0,15 
 
Die Fluoreszenzlebensdauer wird wie erwartet in Anwesenheit der Goldnanopartikel re-
duziert. Bei den Monomer nF/hF-Proben sind die Fluoreszenzlebensdauern bei den 
40 nm Partikeln nahezu identisch. Die hF-Monomer Probe mit 20 nm Partikeln weist 
eine höhere Fluoreszenzlebensdauer auf als die Probe mit 40 nm Partikeln. Die Dimer 
Proben besitzen die kürzeste Fluoreszenzlebensdauer. Nach Gleichung 2.20 wird die Flu-
oreszenzlebensdauer durch die nicht-radiative Rate beeinflusst. Durch die Erhöhung die-
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4.2.2 Einfluss der Goldnanopartikel auf den FRET 
Bei den nF-Proben konnte bereits der Trend zu einer Verringerung der FRET-Effizienz 
beobachtet werden. Aufgrund des niedrigen FRET-Wertes von 0,3 ohne Partikel ist eine 
genaue Aussage über die Änderung der FRET-Effizienz nicht möglich. Für die weitere 
Diskussion werden nur die Werte der hF-Proben berücksichtigt. Die gemessenen Werte 
der FRET-Effizienz sind in Tabelle 4-6 zusammengefasst: 
Tabelle 4-6: Aufgelistet sind die gemessenen FRET-Werte der hF-Nanoantenne mit 20 -, 40- und 80 nm Goldnanopar-
tikel. Mit steigendem Durchmesser der Partikelgröße verringert sich die FRET-Effizienz. Die Dimer Proben haben die 
niedrigste FRET-Effizienz. Die Referenzmessung stimmt mit den Proben ohne Nanopartikel überein. 
FRET-Effizienz  
Probe Monomer Dimer oNP Referenz 
hf – 20 nm Monomer 0,53 ± 0,17 - 0,82 ± 0,01 
0,82 ± 0,01 
hf – 20 nm Dimer 0,42 ± 0,05 0,19 ± 0,05 0,86 ± 0,04 
hf – 40 nm Monomer 0,36 ± 0,06 - 0,84 ± 0,07 
hf – 40 nm Dimer 0,35 ± 0,06 0,07 ± 0,03 0,86 ± 0,18 
hf – 80 nm Monomer 0,31 ± 0,02 - 0,83 ± 0,01 
hf – 80 nm Dimer - - 0,85 ± 0,01 
 
Die Werte der Proben ohne Partikel (oNP) stimmen mit dem zuvor bestimmten Refe-
renzwert überein. Mit steigender Partikelgröße wird auch die FRET-Effizienz verringert. 
Diese Tendenz wird durch die Messung bestätigt. Die E-Werte sind nicht homogen ver-
teilt, wie bei den Proben ohne Partikel. Die heterogene Verteilung der FRET-Effizienzen 
kann durch mehrere Phänomene erklärt werden: 
- Orientierung des Farbstoffes zum elektrischen Feld der Nanopartikel: Im Idealfall 
ist die Ausrichtung des Dipolmoments vom Farbstoff parallel zum Partikel. Härt-
ling et.al. untersuchten den Einfluss der Quantenausbeute, die Änderung der An-
regungsrate und die Änderung der Fluoreszenzrate auf verschiedene Dipolorien-
tierung zum Nanopartikel (siehe Abb. 4-22.)94. 
 





Abbildung 4-22: Aufgetragen ist die Quantenausbeute und die Änderungen der Anregungs- und Fluoreszenzrate in 
Abhängigkeit des Abstands zwischen einem 80 nm Goldnanopartikels und einem Fluorophor (Dipol) mit einer Quan-
tenausbeute = 1. Die Anregungswellenlänge beträgt λExc= 532 nm und die Dipolemission λem= 560 nm. In a-d sind die 
verschiedenen möglichen Dipol Orientierung zum elektrischen Feld des Goldnanopartikels aufgetragen (verändert 
nach 94). 
 
Es konnte gezeigt werden, dass wenn die Orientierung vom Idealfall abweicht, sich die 
verschiedenen Raten ändern. Außerdem kann nicht immer garantiert werden, dass die 
Nanoantenne gerade auf der Oberfläche immobilisiert ist.  
- Die Form der Partikel: Im Idealfall sollten die Partikel perfekt sphärisch rund sein. 
Dies kann aber nicht immer garantiert werden. Weichen die Formen ab, ändert 
sich auch das elektrische Feld des Partikels und sorgt dafür für einen unterschied-
lichen starken Einfluss auf die Fluorophore. In der Abbildung 4-23 sind TEM-Auf-
nahmen von den hier verwendeten Goldnanopartikeln. 
 




Abbildung 4-23: TEM-Aufnahmen von 80 nm Goldnanopartikel. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Partikel nicht 
perfekt rund sind. Wiedergabe aus Lit.[19] mit Genehmigung der AAAS  
 
- Abstand der Fluorophore zu den Partikeln: Die DNA-Nanoantenne besitzt wie 
schon erwähnt drei Anbindestellen für die funktionalisierten Goldnanopartikel. 
Durch die Anbindung kann es zu unterschiedlichen Abständen zwischen den Flu-
orophoren und den Goldnanopartikeln kommen. Diese minimalen Abstandsän-
derungen liefern ebenfalls ein Grund für die breite Verteilung der FRET-Effizien-
zen. 
 
In allen Experimenten wurde eine Verringerung der FRET-Effizienzen gemessen. Dies 
steht im Einklang mit den in der Literatur vorhanden Werten60,95–97. Es ist davon auszu-
gehen, dass der Akzeptor und auch die Nanopartikel für eine Erhöhung der nicht-radia-
tiven des Donors verantwortlich sind. Der Einfluss auf den Donor basiert jedoch nicht 
auf der Summe der Paarweisen Interkation zwischen Donor-Akzeptor und Donor-Nano-
partikel95.  
Zur besseren Übersicht ist die komplette Messreihe in Abb. 4-24 dargestellt. Ein weiterer 
wichtiger Punkt stellt die Änderung der FRET-Rate in Anwesenheit der Nanopartikel dar. 
Aus den hier gewonnen Daten kann eine Vermutung über die Änderung der FRET-Rate  
 




Abbildung 4-24: Aufgetragen ist die Fluoreszenzlebensdauer von ATTO 647N gegen die FRET-Effizienz. Die Fehlerbal-
ken berechnen sich aus der Abweichung der Gauß-Funktion aus den Histogrammregressionen. Die Referenzwerte 
bzw. die Proben ohne Partikel besitzen die gleiche Fluoreszenzlebensdauer sowie die gleiche FRET-Effizienz. Die Ten-
denz für eine Verringerung FRET-Effizienz bei zunehmender Partikelgröße wird mit diesem Graphen nochmals ver-
deutlicht. Die Fluoreszenzlebensdauern verringern sich ebenfalls mit zunehmender Partikelgröße. In Zusammenarbeit 
mit Johann Bohlen93. 
 
aufgestellt werden. Dazu werden die Gleichungen 2.9 und 2.8 durcheinander geteilt. Es 
ergibt sich folgende Gleichung: 
Mit der Fluoreszenzlebensdauer nach Gleichung 2.3 wird die obige Gleichung zu: 
 
Durch Umformung der Gleichung nach 𝑘𝐸𝑇 kann die FRET-Rate über die Donorintensität 
in Anwesenheit und Abwesenheit des Akzeptors sowie der Fluoreszenzlebensdauer des 
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Um die Veränderung zu berechnen wird die Rate durch die erhaltene Rate in Anwesen-
heit eines Partikels 𝑘𝐸′ geteilt: 
 
In der obigen Gleichung stellt ′ die Anwesenheit eines Nanopartikels dar. Die ersten Be-
rechnungen zeigen, dass der Vorfaktor 𝑏 mit der Größe der Nanopartikel abnimmt. Die 
Fluoreszenzlebensdauer des Donors wird ebenfalls abnehmen, so dass wahrscheinlich 
keine große Veränderung der FRET-Rate zu erwarten ist. In einigen Studien wird davon 
ausgegangen, dass die FRET-Rate durch die Modifizierung des elektrischen Feldes des 
Nanopartikels, beeinflusst werden kann55,60,82. Interessant ist auch der Einfluss der loka-
len Zustandsdichten (LDOS11) von den Photonen. Auch hier wird kontrovers darüber dis-
kutiert, ob die FRET-Rate linear abhängig vom LDOS ist59,60,82 oder nicht98. Die Rate der 
spontanen Emission bei FRET ist dabei proportional zum LDOS bei der Emissionsfre-
quenz eines angeregten Moleküls. Die FRET-Rate hängt dabei von der Emissionsfre-











                                                     
11 LDOS: local photon density of states: lokale Zustandsdichten von Photonen. Es beschreibt die verschie-
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Im ersten Teil der Arbeit Teil wurde eine Methode entwickelt, um die Beladungsquote 
der ZMWs mit einzelnen Molekülen zu erhöhen. Bei der konventionellen Methode wird 
die Polymerase stochastisch in den ZMWs angebunden. Daraus resultierte nur eine ma-
ximale Beladungsquote von 37 % mit einzelnen Polymerasen. Hinzu kommt die räumli-
che Anordnung der Polymerase in der Nanoapertur. Diese sollte möglichst mittig sein, 
um ein homogenes Fluoreszenzsignal zu erhalten. Aus diesem Grund wurden auf Basis 
der DNA-Origami Technik, Nanoadapter entwickelt, welche die Beladung auf über 60 % 
steigern konnte. Durch diese Technik, können die ZMWs ohne großen Aufwand parallel 
beladen werden. Ein wichtiger Aspekt für den zukünftigen Einsatz ist die vollständige 
Beladung der Nanoaperturen. Durch eine eventuelle Modifizierung der funktionalisier-
ten Oberfläche ist es eventuell möglich, die Neutravidin-Dichte noch weiter zu erhöhen, 
um die Bindungswahrscheinlichkeit mit den Biotin-Molekülen zu steigern. Als nächster 
Schritt sollte auch die Anbindung der Polymerase an den Nanoadaptern erfolgen, um 
diese als universelles Transportsystem für verschiedene Biomoleküle zu bestätigen. Das 
Fluoreszenzsignal der Farbstoffmoleküle in den Aperturen wurde bis zu einem Faktor 
von 10 reduziert. Es konnte gezeigt werden, dass die Entfernung der Oberflächenmodi-
fikation für eine Erhöhung des Fluoreszenzsignals sorgt. Eventuell ist eine Oberflächen-
modifikation denkbar, welche die Areale für eine Erhöhung des Fluoreszenzsignals frei-
gibt. Zum Schluss sollte eine Prozedur ausgearbeitet werden, um den Einsatz in den 
PacBio-Sequenzierer© zu ermöglichen. 
 
Im zweiten Teil der Arbeit wurde eine DNA-Origami Nanoantenne so modifiziert, dass 
die Untersuchung des FRET-Mechanismus in Anwesenheit von Goldnanopartikel näher 
untersucht werden konnte. Die Ergebnisse zeigen eine Verringerung der FRET-Effizienz 
mit zunehmender Größe der Goldnanopartikel. Um den Einfluss auf die FRET-Rate näher 
zu untersuchen, ist die Messung der Fluoreszenzlebensdauer des Donors erforderlich. 
Durch den Einfluss der Goldnanopartikel und des Energietransfers auf den Akzeptor wird 
die Fluoreszenzlebensdauer vom Donor stark verkürzt, so dass diese Messung sich als 




zu wirken, sollte auch der Einsatz von Silbernanopartikeln diskutiert werden. Das Extink-
tionsspektrum der Silbernanopartikel ist mehr in den grünen Wellenlängenbereich ver-
schoben. Dadurch würde nur der Donor mehr beeinflusst werden. Auch die Formen der 
Partikel können verändert werden, um die Messung zu optimieren.  
Ein interessanter Punkt ist der Energieübertrag durch ein Gold/Silber-Nanopartikel auf 
ein anderes Farbstoffmolekül (siehe Abbildung 5-1). Durch diese Anordnung ist es even-
tuell möglich, die Energie durch den gesamten Durchmesser des Partikels und über eine 
größere Distanz zu übertragen. 
 
Abbildung 5-1: Dargestellt ist ein DNA-Origami Konstrukt mit einem Donor-Akzeptor Paar, welches durch mittig an-
geordnetem Goldnanopartikel getrennt ist. Der Partikel fungiert als Überträger der strahlungslosen Energie vom Do-
nor zum Akzeptor.  
Dabei sollte der Abstand der beiden Farbstoffmoleküle größer als 15 nm betragen, damit 
kein FRET Übergang direkt zwischen den Farbstoffmolekülen möglich ist. Wichtig ist zu 
untersuchen, ob nicht nur der Energieübertrag vom Donor auf dem Partikel möglich ist, 
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7.1 FCS Messungen an ZMW durchgeführt durch Jerome Wenger: 
FCS on PacBio ZMW 
Fresnel Marseille 06/2014 
Experimental configuration 
Excitation 633nm, objective 40x 1.2NA water imm, pinhole 30µm, APD MPD-50µm, filter 650-
690nm 
Excitation power 40µW, linear polarization 
Alexa Fluor 647 Confocal reference concentration diluted 100x ~65nM 
Alexa Fluor 647 ZMW concentration ~6.5µM 
First experiments performed on pure water, then on PBS 1x + 1% tween20 
FCS analysis to derive the average number of molecules N, diffusion time td and count rate per 
molecule CRM = F/N. 
Lifetime measurements with 50ps laser diode at 80MHz on Picoharp300. IRF FWHM = 120ps 
Confocal reference, A647 in pure water 
 Total fluo. 
(kHz) 
N td (µs) CRM (kHz) Lifetime (ns) 
Day 1 142.1 29.0 70 4.9 1.0 
Day 2 138.2 29.4 70 4.7 1.03 

















Initial ZMW measurements show very weak signal 
ZMW 200nm, no treatment, A647 in pure water 
ZMW # Total fluo. 
(kHz) 
N td (µs) CRM (kHz) Lifetime (ns) 
1 0.55 0.13 3.7 4.2  
2 0.7 0.1 3.0 6.9  
3 0.95 0.14 6.6 6.8 680 bi exp 
4 0.9 0.165 3.0 5.6 680 bi exp 
5 (defect) 5.9 3.1 5.0 1.9 800 mono exp 
6 0.6 0.1 2.0 6.2  
7 0.9 0.19 3.8 4.6  
8 0.5 0.12 2.4 4.3  
9 0.9 0.2 3.0 4.4  
 
Sample 5 has transmission much higher than other ZMW: fabrication defect. 
Signal to noise quite low, background is ~0.2kHz on metal 
TCPSCP decays show bi-exponential, can be due to metal background, signal very weak. 
 
ZMW 144nm, no treatment, A647 in pure water 
ZMW # Total fluo. 
(kHz) 
N td (µs) CRM (kHz) Lifetime (ns) 
1 0.35 -- -- --  
2 0.4 0.1 2.7 4.3 740 bi exp 
3 0.4 0.1 1.9 4.1 630 bi exp 
4 0.6 -- -- -- -- 
 
Almost no correlation detectable 
Improvement after surface cleaning with ethanol and UV 
 
ZMW 200nm, cleaning ethanol + UV (2x), , A647 in pure water  
ZMW # Total fluo. 
(kHz) 
N td (µs) CRM (kHz) Lifetime (ns) 
1 8.4 -- -- --  




FCS shows two characteristic times, sticking to metal 
ZMW 144nm, cleaning ethanol + UV (2x), , A647 in pure water 
ZMW # Total fluo. 
(kHz) 
N td (µs) CRM (kHz) Lifetime (ns) 
1 2.1 0.3 3 + 5ms 7  
2 2.7 0.1 3 + 5ms 9  
Idem sticking to metal 
Further surface cleaning improves fluorescence detected  
 
ZMW 200nm, cleaning ethanol + UV (4x), , A647 in pure water  
ZMW # Total fluo. 
(kHz) 
N td (µs) CRM (kHz) Lifetime (ns) 
1 60 4 9 + 5ms 15 45ps + 0.7ns 
2 9.0 -- -- --  
3 10 -- -- --  
 
FCS shows two characteristic times, sticking to metal 
 
TCSPC decay has two clear characteristic times (no longer related to background): sticking in-
duces quenching and short decay times 
 
PBS buffer and tween surfactant avoid sticking to metal, sample is cleaned more 
 
ZMW 200nm, cleaning ethanol + UV (8x), , A647 in PBS 1x + 1% tween20 
ZMW # Total fluo. 
(kHz) 
N td (µs) CRM (kHz) Lifetime (ns) 
1 35.2 2 15 17.6 0.70 
2 41.4 1.9 12 21.8 0.68 
3 23.8 2 16 11.9  
4 46.9 1.7 12 27.6  
5 31.6 1.7 12 18.6  
6 43.4 1.8 11 24.1  
 




TCSPC decay is single exponential 
ZMW 144nm, cleaning ethanol + UV (8x), , A647 in PBS 1x + 1% tween20 
ZMW # Total fluo. 
(kHz) 
N td (µs) CRM (kHz) Lifetime (ns) 
1 38.9 2.1 14 18.5  
2 36.4 2.0 13.2 18.2 0.660 
3 25.2 1.7 12.7 14.8 0.645 
4 33.4 1.9 12.7 17.6  
5 31.5 1.8 11.6 17.5  
 
FCS shows only one diffusion time 
TCSPC decay is single exponential 
 
ZMW 100nm, cleaning ethanol + UV (8x), , A647 in PBS 1x + 1% tween20 
ZMW # Total fluo. 
(kHz) 
N td (µs) CRM (kHz) Lifetime (ns) 
1 4.1 0.8 10 5.1  
2 1.2 0.4 6 3.0 0.68 
3 1.5 -- -- --  
4 3.9 0.6 6 6.6 0.72 
5 1.2 0.6 15 2  
 
FCS shows only one diffusion time 














Signal stabilizes after further cleaning 
 
ZMW 200nm, cleaning ethanol + UV (12x), , A647 in PBS 1x + 1% tween20 
ZMW # Total fluo. 
(kHz) 
N td (µs) CRM (kHz) Lifetime (ns) 
1 42 2.1 14.7 20.0 0.68 
2 43.4 2.1 14.7 21.1 0.68 
3 38.4 2.0 14.4 19.2  
4 33.2 1.95 14.5 17.0  
5 22.8 1.4 10.2 16.2  
6 39.6 1.8 11.4 22.0  
 
 
ZMW 100nm, cleaning ethanol + UV (12x), , A647 in PBS 1x + 1% tween20 
ZMW # Total fluo. 
(kHz) 
N td (µs) CRM (kHz) Lifetime (ns) 
1 2.7 0.6 10 4.5 0.72 
2 5.3 0.7 8.3 7.6 0.74 
3 2.9 0.6 9 4.8  
4 3.7 0.6 8 6.2 0.75 
5 2.4 0.54 7 4.5  
 














7.2 Sequenzen der verwendeten Oligos für die Nanodisk 





TAGTAAAACGAGAAATAAGAGAGAGTACCTTTAATCGAAGAC 42 unmodifiziert 
CTGAAAAGGTGGCACAATAAATATTTCATATT 32 unmodifiziert 
GCATAAAGTGCCACACAACA 20 unmodifiziert 
TTAGATCTACAGCAAACTTCGCATCAATAGG 31 unmodifiziert 
AATCAAATTATCTCACCTGGACGTTAGTATTCGCATAACGCT 42 unmodifiziert 
GAGTTATACCCAACGGCAAAGACATGCTTTCCTTT 35 unmodifiziert 
CTGCGTGGCGTCAGGGCATTAAAGCGCTGGTTGCCCTTTGTC 42 unmodifiziert 
ATATTTGCTCCCCGTATGGGGTCAAATCCTCTGGCCTTGAT 41 unmodifiziert 
AGAGTGAAATCGAAGCGAAAATACATACAACCGAT 35 unmodifiziert 
GAAACAAACCTACCAATATCAAACCCTAAGCCAGC 35 unmodifiziert 
TCAGTGACGTTGTAAGACAAAAGATTAA 28 unmodifiziert 
GCGGGGATTTTCTTCTTTCCATCTAAGA 28 unmodifiziert 
ACGCGAGGTAGGAATTGTTCCTCACCCA 28 unmodifiziert 
GCAAAGCGACTATTCCCTCAACAATACTGAGA 32 unmodifiziert 
TATTATCGGTTTTGCAGAGGGAAGGTAATTACCAT 35 unmodifiziert 
CAATAATTAAACAACGGCGAAGCAAGTG 28 unmodifiziert 
TCCATACTCAATGAGTTAGAGTCTGAGCTCCGGTGTGAAACCCAC-
CAGT 49 unmodifiziert 
TACAAATCGCTTGAATTTGCTTCTATCAAAAAACTATAGTGA 42 unmodifiziert 
TTGGTAAGGAGGTTGAACCGCCACCCTCCATAGTTGAAGACG 42 unmodifiziert 
AGCACCAATATTGAAGTCTAATGAAGTCTTGCAGAC 36 unmodifiziert 
CGTAAACAGCAAAAAAGCTGTATGCAGCCCTAGAG 35 unmodifiziert 
CCCTTCTGACCTGATAGCCCTCGAATTATACAGTA 35 unmodifiziert 
GGGCAAAGAATACTTTTGTAATGTAGAGGGT 31 unmodifiziert 
AGTATTAGACATAATACTATCTTTTTGGCAACTTG 35 unmodifiziert 
AGCAACAAAAACCAAGATACAGTAGCTCAACATGTATTGCTGT-
GAATCC 49 unmodifiziert 
GAGCAGCGACGCAGTCAACATAAAAACAATAGCTA 35 unmodifiziert 
CTGGCGATTCCGGCTTTTGCGAGACTTT 28 unmodifiziert 
CCAATCACCGCGTTTGCGTAGCGCGTTTTCATCGG 35 unmodifiziert 
CCTGGTCACTGCGTGATTGTGGTGTTGAGTATTGCTTATCAA 42 unmodifiziert 
TAGCGGTCTCGTTATGCGTTAGAAATAC 28 unmodifiziert 
GTTGTGCAGAAAAAAGATTG 20 unmodifiziert 
TTACCCTGGATTGCCGAGCTTCAAAGCG 28 unmodifiziert 
TAGCAATAATCAAACCAGAACTAAAAGATCAAAGG 35 unmodifiziert 
TTTGAGGGCTCATTAACGGAATCATAATAAAGTAC 35 unmodifiziert 
AATAAGACGAGCGTTTCACCACTGTTTG 28 unmodifiziert 




TATTTTCGACCATTAAATAGCGCGGAATCG 30 unmodifiziert 
CTGAGGTGAGCGCCATTGATAGAA 24 unmodifiziert 
ACGTTGGCGTCTGGTAAAACAATTGTGT 28 unmodifiziert 
AACGTCAGGAAATTGCGTA 19 unmodifiziert 
CGCTGGCAACTATCCTGAATTGATGATA 28 unmodifiziert 
TCAGCGGGCGAATATTAACCAGGTGCGG 28 unmodifiziert 
AGGGATTAAGGTTGTAACCAGGCTTCCGATAGGCAATGCCATGAA 45 unmodifiziert 
GCGCTAGGCTAAACAAAAGCCATAAGGC 28 unmodifiziert 
AATAGCAGGGAAGCCGCTCACTGCCCTTGTCTCGA 35 unmodifiziert 
TCTCCGTGGGAGCGAGACGAAGGAAC 26 unmodifiziert 
CTTGCCGGCCGGAAAATCGGTTGTACCGCCTCAGACGGAACAAC 44 unmodifiziert 
CATTTTCTAGCATTGTTGTCGCGCAACA 28 unmodifiziert 
CAATATCTGGTCAGAGGAGCATATCATCCATTATC 35 unmodifiziert 
AATAGACGTTCGATCTAACCCTCATAGTACCGAGG 35 unmodifiziert 
GCATACAGAATTATGGTTTACCAGCGCCAGAAACGTTGCCCTCA-
CTCGC 49 unmodifiziert 
ATGAGTATGTTTCTTCAGGCCGGAAACGGTTTGCC 35 unmodifiziert 
TAGAAGAATGCGTAATAATTTACAATGA 28 unmodifiziert 
TCAATCCCATCGCGCCCCCGGTATGAGCCTATTTATCCATTGAG 44 unmodifiziert 
AATCAGTAGCGACAGAATCAATCACCAATCTTGTC 35 unmodifiziert 
TAAGAACAGTTGAGGGCAAGGGCGCGAG 28 unmodifiziert 
GGAATTATTTTGCAAGTAGATATGCAAC 28 unmodifiziert 
TAACAGAAGGCAAAAGAACCACGGTTCATATCACCGTC 38 unmodifiziert 
AATCGCCAGCTCAACATGGTTGGAGTAA 28 unmodifiziert 
GCCTCTTCGGAAACTTGCAGGTCCATTA 28 unmodifiziert 
TAAAGTATTGCGGAAAACAGTCAGGTCT 28 unmodifiziert 
GAGCCGTCAATAGTTTACAACGAACGTTATTA 32 unmodifiziert 
CCAACCTTATATTTCAAAGAGTAACGCATAGAACG 35 unmodifiziert 
GCAGCAAATGAAAACACCGCCGAACTGAAAGCGTAATTATTTCAGC 46 unmodifiziert 
GCTAAACTTGAAAATCGCATTACGCCAG 28 unmodifiziert 
CGATAGTAGGCCGCACCGCTTATAGGTC 28 unmodifiziert 
TTTAGCGTCAGACTCATCTTTTTACATAGGTTGAG 35 unmodifiziert 
TAACGTCCCTGAATAGCTGATTTGCCCC 28 unmodifiziert 
ATCGCGTTTTACGCTAAAACGATTCCTGAACGAGT 35 unmodifiziert 
TTCGCAATGCAGATAGAGGGGTGATTCCTGGAAGT 35 unmodifiziert 
AAATTTAAATCGCAGCAATACTGCAACA 28 unmodifiziert 
AGCAGGCAACAAGATTTTTATAACCAAT 28 unmodifiziert 
GGCCGAGGCAATTCATCTGGCTCAAATTGGGGGAT 35 unmodifiziert 
CATTTTCTATCATAGAATCAGGCCAGAA 28 unmodifiziert 
GCTAAGGGGGCCAAGCTAAAAATGCGCCGCC 31 unmodifiziert 
GCGGGGTGCCCGGATGCTGGAATTAACT 28 unmodifiziert 
TGAGGCCACCAGAGCCAGTAACAAGACCAGAGTTT 35 unmodifiziert 




CGGTGAACCAAGTTTGGGAAAATCGTGAGACGAAT 35 unmodifiziert 
GAATTTTGCTCCAAGCCAGTGATGTGCT 28 unmodifiziert 
CCACCACGAGCACGAGTATAACTGACCT 28 unmodifiziert 
CAATAGGCAGTACAGCCAGGATCAGAAA 28 unmodifiziert 
GTACTCAAACATCGAACATTGCAAGGAGTTTATAA 35 unmodifiziert 
AATAAGAAATTAACTAACTCACCAGCTG 28 unmodifiziert 
GCAAGGCAAGATCGAGCAGCGTACAGAG 28 unmodifiziert 
AGCTATTTTTGAGAAATGCAATGGTTTAGCGATTT 35 unmodifiziert 
TTGGATAGGGTTCCGAAGGGTGGTGAGGCGGTTT 34 unmodifiziert 
TTTTTCCTTCATCACTTTAATCCTCATAACGCAAG 35 unmodifiziert 
ATTCACCCTCATTACAGGACTTGTGAGCGAATGAA 35 unmodifiziert 
CTCAGGCGTTCAGGCCACAGAGGATTTT 28 unmodifiziert 
GTGGCACAGTCTTTCTGAGCAAAAGAAGAAACATCTCCTT 40 unmodifiziert 
GAGTCTGTAGTGTCGTCTCGCCACCGCAGGTC 32 unmodifiziert 
CAGAGCAGATGAACAGCGTAAAGTAAAT 28 unmodifiziert 
AAGGCTTATAATAGCAAGCCCGAGGGTCGAGGTGC 35 unmodifiziert 
AAGCCTTTCATACAATTTAGGGCCAAAA 28 unmodifiziert 
CTGTTATTCTGGCTTTTTACCGTTCCGCCGCGCCG 35 unmodifiziert 
AACATGTTCTTACCTATAACGTTTATAA 28 unmodifiziert 
CCTATATAAAAAAGACATATTCATGCAAAATATCGATA 38 unmodifiziert 
CAAATCACAGAACGAAGATTCTTATGAC 28 unmodifiziert 
CAAAATTCAATTACAATGCGCTGCAACAGTG 31 unmodifiziert 
AACACACAAAGTACGCTGGCTAGTCTGGAAAGGCT 35 unmodifiziert 
TTACGCACATATGAATTTCGCGTCAGATGATGACC 35 unmodifiziert 
AACGGCCACCCTTTGACACCCGCCAGGGAGCTTTT 35 unmodifiziert 
CCTGTCAATAAAAAAAACAAAAAGGGTAGCTGATGTC 37 unmodifiziert 
AAATAATACAATAGACCCTAAGCGCTTAATGC 32 unmodifiziert 
CACAATTTAAAGCCGAGGGTACAATCCA 28 unmodifiziert 
CAGTATGTTAAGAACCGGGTACCGAGGAAGAACCC 35 unmodifiziert 
TGTTACTAGGGAACACCCCGGATATTCA 28 unmodifiziert 
CGGATTTTATAAAAATGACGGGAGGCAAGAACAGATAGGACT 42 unmodifiziert 
ACATCATTGAAGGGATTCAACTAACAC 27 unmodifiziert 
CGACACGAGGGTAGAAGCGCGTTTTAACTAAATTT 35 unmodifiziert 
AACGCCACCAGCGAATTTGTATCATCGCGTGTACATCGATGA 42 unmodifiziert 
GATTGTACATATGTCGAACTGAAAGCTGCTCATT 34 unmodifiziert 
AATATTACATAACATGGATCCAAGTAAGACAATGA 35 unmodifiziert 
TTGTTGTTCCCGTGAAAACAGTGAGTACCAGGCGGA 36 unmodifiziert 
CCCGATATTAAATCGGAACAAAGAAAACCATAAATGAGGAAG 42 unmodifiziert 
ACTCCTGTAAACTGTAATGCCAGGATTA 28 unmodifiziert 
TTCAAATATCGCGTGGATTAGGTCATTTCGGTGTCCAATTCT 42 unmodifiziert 
TAATGTTTAGGAGCCAGACGACAACGGCTGTGAACAAGCTTG 42 unmodifiziert 
GTTAAAAAAGAGAAGACCAGGTCTTGAC 28 unmodifiziert 




TACTAATTAACAGTGTGGAAGGGTTAGATAACGGA 35 unmodifiziert 
AGCGGTTGAGCTCAGAGACCGGAACCGCCTCCCTCA 36 unmodifiziert 
CTCCCGACAAGCCGGTCCACTGATGGCC 28 unmodifiziert 
ACATATTGTGAATTCATTCAATAACATCTCAATTC 35 unmodifiziert 
AAGATCGTCTTTCCTGTATCGTCACGACTTGGGTA 35 unmodifiziert 
TCCTGAGATTAGTAGCTGATGTCAATAGTGAATTTGTAAATCCA-
GATTC 49 unmodifiziert 
GATTATAGCGGAATCTAACAACTAATCTCATCAAT 35 unmodifiziert 
TTGTTAAGCCTGAGGAAACCTCCGGCTTAAGAATA 35 unmodifiziert 
ATGCCGGGTAGGTAAGTAGTATTATACC 28 unmodifiziert 
AAACTGCCTGGAACATAGGTGCCACCCT 28 unmodifiziert 
CACTACGGGAAAGCCATGTTCGCAGAGG 28 unmodifiziert 
TCCCCATTCTGCAACAAAACATGGCAACTATTACG 35 unmodifiziert 
AGTCAGGTTACAGGAATTAAGTTAGCTA 28 unmodifiziert 
CGGCGCTAACACGAAGTGCCATCCTTGGA 29 unmodifiziert 
GACAGTCCAATATGTTGATAACCCAAAATAAATGTGAAC 39 unmodifiziert 
CTGCGGCGTATTACGACCGAAGCCCTTTTTAGCAA 35 unmodifiziert 
AGAATAGAACCGCCAAGTTTTGTGGCGAATATCTG 35 unmodifiziert 
ATTATGAACGCTGATAACTCATCTGGACTAAGGAT 35 unmodifiziert 
AATCAAGCCCCGATGCGCCTGCAACGCC 28 unmodifiziert 
CCCCCTTATTAGGAACCAGAGCCACCCCACCACATGCTGATGTCTGA 47 unmodifiziert 
GATAAAAGTAGCATCTCTGATTGCTTTGAAACAGT 35 unmodifiziert 
ACCAGTCTATCCAGCACTTGCACGGTACAGCGGGAGGCG 39 unmodifiziert 
TGAAGCCACCGCACACTCCAACGTCATTTTAGTTGCAGCAAG 42 unmodifiziert 
GAAGCAAGAGCTTATTTAAATTTAGTTTATTT 32 unmodifiziert 
ACGCCAGGACGACAAAAAAGGTAAAGTACCAAGAA 35 unmodifiziert 
AACGGGTCTAAAACTCAACATACAGGAA 28 unmodifiziert 
TGATTAACCGAACAGAGTCACTGTTTCC 28 unmodifiziert 
ATCAGGTTTAGAACCAAATCAATATATGGACTACC 35 unmodifiziert 
CATTTCTTTGAAGTGTTTGCTTTCCACGCTGTTGA 35 unmodifiziert 
TCAAGAGGTACTCACACCATCGAAGCGG 28 unmodifiziert 
TCGCATCGCCAGGAATTAGTGAGATCGTCACAACCCATGTA 41 unmodifiziert 
ACGTAGTCATACATGAAACATGAAGGTGACTCAAC 35 unmodifiziert 
ATCACGAAGGTGTGTTTATACGGAAATAAAGGGC 34 unmodifiziert 
CATTAATGGGCAACCTTACCAAGCGAAC 28 unmodifiziert 
ACTGGGGTGTGAGTGTTAGTTGCTATTTTACAGAG 35 unmodifiziert 
GACAGGACTGAGTAGTTATATTCATAGG 28 unmodifiziert 
AAATAAAATGAATATTCATTTAATTACATTAATTAAGAA 39 unmodifiziert 
TACGAGCGCAGAACTTAGAGCCGCGTAA 28 unmodifiziert 
AGTAAATATTCCATCCTGAAATTATTCTTT 30 unmodifiziert 
AGAACTCACAGCCAGGTGAGTATCTGTCGCTATCCAGAATTAATAAG 47 unmodifiziert 
TTAACTCCAACAGGTCATTTAATTATCAAAA 31 unmodifiziert 




CAGCCTTTGCACCCTGGCCCTGAGAGGTATGCTTT 35 unmodifiziert 
CCTGTAATTAGCAATAGAAAGTAGTAAG 28 unmodifiziert 
TTACCGCACATTGGGTCGCTATTTAACA 28 unmodifiziert 
GACGGAAGAACGAGGATATTGGAAAGAATTGATATGCAAGCC 42 unmodifiziert 
AGTTAATTAGAAAACTCACGCAGG 24 unmodifiziert 
CCGTCTAAGAAAGGCCAGACGTAATAAG 28 unmodifiziert 
TGTGTGAAGTGAGCTGAACACTTTTGTT 28 unmodifiziert 
TGAACCAAACGACGAAGGAGCGAGGTGA 28 unmodifiziert 
CGGGTTTATCAGCTGCATCGGGTATCGGCTGCCAG 35 unmodifiziert 
GTTTTATGGAAACGAACCCACAAGAATTAAAGTCAT-
GGGGTGCCAACGC 49 unmodifiziert 
CCATATCACCAAGGATTCCCTGCCGTACTGGGGAA 35 unmodifiziert 
CATCAATATATGATTATTCTAAAAATT 27 unmodifiziert 
CGACCGTTGTAAATATAACATAACAATA 28 unmodifiziert 
GAAATGACTGATACACGATACCAAAGACACTGGCA 35 unmodifiziert 
CCACTCATTCCCAGGTATTAAACCAAGTTTAAATC 35 unmodifiziert 
TCTGGCCAACAGAAAAAATAAGTTACAATCGGGA 34 unmodifiziert 
TGTGAAACCTCAGACAGCATTGACAGGAGCAGTCTGACATCA 42 unmodifiziert 
TTCATGAAATACACCCTTCCTATATTTA 28 unmodifiziert 
GTGCATTAATTCATAGCAGGAGAAATCCTCGCTCTGTATGTGCGA 45 unmodifiziert 
ATTTTGCCTTTGCCACAATTCGACAACTTGAGATTA 36 unmodifiziert 
TTGACCGGCTTTCAGAAAGAGTGCTCCA 28 unmodifiziert 
ACAGTACTGCACGTGCATCACATCAACAGTTG 32 unmodifiziert 
ACATACATTGCTGATACCG 19 unmodifiziert 
GCACTGCACTGGTGGGATGGGGAACCTAAGACTCC 35 unmodifiziert 
TTAATGGAATACCACCGAACGAACCATAATGGACAT 36 unmodifiziert 
AATTAAGCAAGTAGCCATAATGGGCTGGTGCCGCT 35 unmodifiziert 
TCTTAAAGTATTAAGCCACCCACCTTTTCATGACG 35 unmodifiziert 
CCGTTTCACGAACTTTCACGCCTGAGGGATAAAGT 35 unmodifiziert 
AGAGGGACCAGCAGAGAGGTT-
CGAAGTGCAAGTTAACTACAAACAGTT 48 unmodifiziert 
GCCATTTGGGAATTAGAGCCATAAAGGTAATATTC 35 unmodifiziert 
TTCATTCCCTTTTGTGCCACCAGAAGGACTTCTGAATAATAA 42 unmodifiziert 
CATGAAGTTATGTAGATGAAGGTATAGA 28 unmodifiziert 
TGTTGGGAAGTTCGCCAGATATATGTAA 28 unmodifiziert 
CAACAACCTGAGGCCAGGCAACGGCGGA 28 unmodifiziert 
GCGAACGAAAGAAGGACTGGATAGCGTCATGCTTTTGGC 39 unmodifiziert 
AGATTAACAAAAATTCAGAAAATGTTTATTTTGCCACATAACAATA 46 unmodifiziert 
GAGCAAATCCATGGTTTTACAAATAATTTAGAGCTAATATGTAG-
ATTTC 49 unmodifiziert 
GACATTCATAAAGGTATAGATGATTATTGAACAAA 35 unmodifiziert 
ACCGTTCTGAGAAACTGACGAGAAGAAAAATC 32 unmodifiziert 
ACGACGATACTATCATAACATTAACGTTGGGAAACACACG-





TATTAAATCTAAAAAAACAG 49 unmodifiziert 
GTTAAATAGGTTGGGAAGAACTCAAATTATAAAGGGATTTTA 42 unmodifiziert 
CGGTCCAAACGTGGTCATCGACTTTCCT 28 unmodifiziert 
GGAAAAAATCGTCTCTTAGAAAAGAAAA 28 unmodifiziert 
TCTGAGATGAGTGACAGTAATAAAAGTTCACTATC 35 unmodifiziert 
GTCAATCATATAGCCGGCACCAACAAAATACTCGG 35 unmodifiziert 
CGAAATCTTGAAAGACTAGCATAAATTA 28 unmodifiziert 
ATTCGTAATCATGGTGCGTTGGCATTAGAAAATAG 35 unmodifiziert 
AGCCATATTAATTTGCCGGCGCCAATCGGCAAAATC 36 unmodifiziert 
ACTCGCGACCGCAAAAGGGAAGTTGAGTTAATGCG 35 unmodifiziert 
CAGCAATTTATTATTCTCCAATTGATAC 28 unmodifiziert 
GGGGATTCACTTCCAAGTTACGCCCAAT 28 unmodifiziert 
CGGCCTAATGAATTGTTATAAATGTATTTTAGGTG-
GAACGTGCAAAATT 49 unmodifiziert 
TTTTAACAAACAGTGAAAGCAAGTAGGG 28 unmodifiziert 
AGAAGATAAAACAGAACCTCAATATCAATTGTTTG 35 unmodifiziert 
AAAAGCGCCAGGCGATCACAGTTCTTCAGCAGGATCT 37 unmodifiziert 
GACGCTGATTTTCCGAAATGGAGAATAC 28 unmodifiziert 
ACGGTAAAACGTTATAATTCGTGTAGATGCCA 32 unmodifiziert 
TCAATAGAAAAAATAAGTCGAGTACTCTGAACTCGCTAC 39 unmodifiziert 
ATGGTGGTTGAGTGTCATTACCCTAATT 28 unmodifiziert 
AAGAACCCTTGAGATGCCTGAGCGGGAG 28 unmodifiziert 
CCAGTCGGGAAACCCACCGCCAGCTACAGAGGTTT 35 unmodifiziert 
AGCTTGAACGCGTCATCTTAGCCAACTATTTAATTTA 37 unmodifiziert 
GCTATTAGACAATACGCTCACGCTCATAATT 31 unmodifiziert 
AATTGTATCGTAAAAGGACAGCATTACC 28 ATTO 647 N 
TATCATTATTCTGTAAGGGAAGAAAGACGGAAGGGCGAAAAA 42 5‘ -Biotin 
ATTTCTTCACCCTCCACTCCAGGGCGCATCGTAACCGTGCATCCTC 46 5‘ -Biotin 
GCTTTGATTGACCCTCAAAAAATATTTT 28 5‘ -Biotin 




7.3 Sequenzen der unmodifizierten und modifizierten Oligos des NRO  
Sequenz Länge (Basen) Modifikation  
CACAACAGGTGCCTAATGAGTGCCCAGCAG 30 unmodifiziert 
AAATTAAGTTGACCATTAGATACTTTTGCG 30 unmodifiziert 
GTTTATCAATATGCGTTATACAAACCGACCGTGTGATAAA 40 unmodifiziert 
GATGGCTTATCAAAAAGATTAAGAGCGTCC 30 unmodifiziert 
AGCCACCACTGTAGCGCGTTTTCAAGGGAGGGAAGGTAAA 40 unmodifiziert 




CTGAGCAAAAATTAATTACATTTTGGGTTA 30 unmodifiziert 
TAAATGAATTTTCTGTATGGGATTAATTTCTT 32 unmodifiziert 
CTCCAACGCAGTGAGACGGGCAACCAGCTGCA 32 unmodifiziert 
ACGCTAACACCCACAAGAATTGAAAATAGC 30 unmodifiziert 
AGGCTCCAGAGGCTTTGAGGACACGGGTAA 30 unmodifiziert 
GCGCAGACAAGAGGCAAAAGAATCCCTCAG 30 unmodifiziert 
GCCCGTATCCGGAATAGGTGTATCAGCCCAAT 32 unmodifiziert 
GTACCGCAATTCTAAGAACGCGAGTATTATTT 32 unmodifiziert 
GAAATTATTGCCTTTAGCGTCAGACCGGAACC 32 unmodifiziert 
GACAAAAGGTAAAGTAATCGCCATATTTAACAAAACTTTT 40 unmodifiziert 
TTATTACGAAGAACTGGCATGATTGCGAGAGG 32 unmodifiziert 
GCCCGAGAGTCCACGCTGGTTTGCAGCTAACT 32 unmodifiziert 
AACGCAAAATCGATGAACGGTACCGGTTGA 30 unmodifiziert 
GCCATCAAGCTCATTTTTTAACCACAAATCCA 32 unmodifiziert 
GCAAGGCCTCACCAGTAGCACCATGGGCTTGA 32 unmodifiziert 
GCGAGTAAAAATATTTAAATTGTTACAAAG 30 unmodifiziert 
TCCACAGACAGCCCTCATAGTTAGCGTAACGA 32 unmodifiziert 
TTAATGAACTAGAGGATCCCCGGGGGGTAACG 32 unmodifiziert 
AGCCAGCAATTGAGGAAGGTTATCATCATTTT 32 unmodifiziert 
CTTTAATGCGCGAACTGATAGCCCCACCAG 30 unmodifiziert 
CTGTGTGATTGCGTTGCGCTCACTAGAGTTGC 32 unmodifiziert 
ATCGCAAGTATGTAAATGCTGATGATAGGAAC 32 unmodifiziert 
ATTACCTTTGAATAAGGCTTGCCCAAATCCGC 32 unmodifiziert 
AACACCAAATTTCAACTTTAATCGTTTACC 30 unmodifiziert 
ATAAGGGAACCGGATATTCATTACGTCAGGACGTTGGGAA 40 unmodifiziert 
GCCTCCCTCAGAATGGAAAGCGCAGTAACAGT 32 unmodifiziert 
GAGAGATAGAGCGTCTTTCCAGAGGTTTTGAA 32 unmodifiziert 
TGTAGAAATCAAGATTAGTTGCTCTTACCA 30 unmodifiziert 
CTCGTATTAGAAATTGCGTAGATACAGTAC 30 unmodifiziert 
ATTATCATTCAATATAATCCTGACAATTAC 30 unmodifiziert 
TACCGAGCTCGAATTCGGGAAACCTGTCGTGCAGCTGATT 40 unmodifiziert 
GAGGGTAGGATTCAAAAGGGTGAGACATCCAA 32 unmodifiziert 
ATATTCGGAACCATCGCCCACGCAGAGAAGGA 32 unmodifiziert 
GACCAACTAATGCCACTACGAAGGGGGTAGCA 32 unmodifiziert 
ATTATACTAAGAAACCACCAGAAGTCAACAGT 32 unmodifiziert 
AGAAAGGAACAACTAAAGGAATTCAAAAAAA 31 unmodifiziert 
TTGCTCCTTTCAAATATCGCGTTTGAGGGGGT 32 unmodifiziert 
CCACCCTCTATTCACAAACAAATACCTGCCTA 32 unmodifiziert 
AAGGCCGCTGATACCGATAGTTGCGACGTTAG 32 unmodifiziert 
AGAAAACAAAGAAGATGATGAAACAGGCTGCG 32 unmodifiziert 
CATGTAATAGAATATAAAGTACCAAGCCGT 30 unmodifiziert 
TCATTCAGATGCGATTTTAAGAACAGGCATAG 32 unmodifiziert 




AGCAAGCGTAGGGTTGAGTGTTGTAGGGAGCC 32 unmodifiziert 
GTCGACTTCGGCCAACGCGCGGGGTTTTTC 30 unmodifiziert 
GCGAACCTCCAAGAACGGGTATGACAATAA 30 unmodifiziert 
CAGCAAAAGGAAACGTCACCAATGAGCCGC 30 unmodifiziert 
CTTTTGCAGATAAAAACCAAAATAAAGACTCC 32 unmodifiziert 
ATACATACCGAGGAAACGCAATAAGAAGCGCATTAGACGG 40 unmodifiziert 
TTAACACCAGCACTAACAACTAATCGTTATTA 32 unmodifiziert 
GCGGAACATCTGAATAATGGAAGGTACAAAAT 32 unmodifiziert 
TATAACTAACAAAGAACGCGAGAACGCCAA 30 unmodifiziert 
AACAAGAGGGATAAAAATTTTTAGCATAAAGC 32 unmodifiziert 
ACCCTTCTGACCTGAAAGCGTAAGACGCTGAG 32 unmodifiziert 
AAGGAAACATAAAGGTGGCAACATTATCACCG 32 unmodifiziert 
TCAAATATAACCTCCGGCTTAGGTAACAATTT 32 unmodifiziert 
TAAGAGCAAATGTTTAGACTGGATAGGAAGCC 32 unmodifiziert 
TTATACCACCAAATCAACGTAACGAACGAG 30 unmodifiziert 
ATACCCAACAGTATGTTAGCAAATTAGAGC 30 unmodifiziert 
AAAGTCACAAAATAAACAGCCAGCGTTTTA 30 unmodifiziert 
TGAAAGGAGCAAATGAAAAATCTAGAGATAGA 32 unmodifiziert 
TGCATCTTTCCCAGTCACGACGGCCTGCAG 30 unmodifiziert 
CACATTAAAATTGTTATCCGCTCATGCGGGCC 32 unmodifiziert 
ACCGATTGTCGGCATTTTCGGTCATAATCA 30 unmodifiziert 
CGTAAAACAGAAATAAAAATCCTTTGCCCGAAAGATTAGA 40 unmodifiziert 
CCAACAGGAGCGAACCAGACCGGAGCCTTTAC 32 unmodifiziert 
TCAAGTTTCATTAAAGGTGAATATAAAAGA 30 unmodifiziert 
CTGTAGCTTGACTATTATAGTCAGTTCATTGA 32 unmodifiziert 
TCACCAGTACAAACTACAACGCCTAGTACCAG 32 unmodifiziert 
TTTTCACTCAAAGGGCGAAAAACCATCACC 30 unmodifiziert 
CCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAAAGAATA 32 unmodifiziert 
ATTTTAAAATCAAAATTATTTGCACGGATTCG 32 unmodifiziert 
TAAAAGGGACATTCTGGCCAACAAAGCATC 30 unmodifiziert 
TTTTATTTAAGCAAATCAGATATTTTTTGT 30 unmodifiziert 
TTAGGATTGGCTGAGACTCCTCAATAACCGAT 32 unmodifiziert 
AAAGCACTAAATCGGAACCCTAATCCAGTT 30 unmodifiziert 
TATTAAGAAGCGGGGTTTTGCTCGTAGCAT 30 unmodifiziert 
CTTTTACAAAATCGTCGCTATTAGCGATAG 30 unmodifiziert 
ACAACTTTCAACAGTTTCAGCGGATGTATCGG 32 unmodifiziert 
AATACTGCCCAAAAGGAATTACGTGGCTCA 30 unmodifiziert 
TCAATATCGAACCTCAAATATCAATTCCGAAA 32 unmodifiziert 
TAATCAGCGGATTGACCGTAATCGTAACCG 30 unmodifiziert 
TAGGTAAACTATTTTTGAGAGATCAAACGTTA 32 unmodifiziert 
AGGAACCCATGTACCGTAACACTTGATATAA 31 unmodifiziert 
CCAGGGTTGCCAGTTTGAGGGGACCCGTGGGA 32 unmodifiziert 




TTTATCAGGACAGCATCGGAACGACACCAACCTAAAACGA 40 unmodifiziert 
CTTATCATTCCCGACTTGCGGGAGCCTAATTT 32 unmodifiziert 
ACCTTTTTATTTTAGTTAATTTCATAGGGCTT 32 unmodifiziert 
ATGCAGATACATAACGGGAATCGTCATAAATAAAGCAAAG 40 unmodifiziert 
TTAGTATCACAATAGATAAGTCCACGAGCA 30 unmodifiziert 
TAAATCAAAATAATTCGCGTCTCGGAAACC 30 unmodifiziert 
CAACCGTTTCAAATCACCATCAATTCGAGCCA 32 unmodifiziert 
GAGAAGAGATAACCTTGCTTCTGTTCGGGAGAAACAATAA 40 unmodifiziert 
TGGAACAACCGCCTGGCCCTGAGGCCCGCT 30 unmodifiziert 
CTACCATAGTTTGAGTAACATTTAAAATAT 30 unmodifiziert 
GCCTTAAACCAATCAATAATCGGCACGCGCCT 32 unmodifiziert 
GCGGATAACCTATTATTCTGAAACAGACGATT 32 unmodifiziert 
CGGATTCTGACGACAGTATCGGCCGCAAGGCGATTAAGTT 40 unmodifiziert 
GTATAGCAAACAGTTAATGCCCAATCCTCA 30 unmodifiziert 
GATGTGCTTCAGGAAGATCGCACAATGTGA 30 unmodifiziert 
CGGATTGCAGAGCTTAATTGCTGAAACGAGTA 32 unmodifiziert 
AATAGTAAACACTATCATAACCCTCATTGTGA 32 unmodifiziert 
GACCTGCTCTTTGACCCCCAGCGAGGGAGTTA 32 unmodifiziert 
AGACGACAAAGAAGTTTTGCCATAATTCGAGCTTCAA 37 unmodifiziert 
CTTTAGGGCCTGCAACAGTGCCAATACGTG 30 unmodifiziert 
ATCCCCCTATACCACATTCAACTAGAAAAATC 32 unmodifiziert 
GAATTTATTTAATGGTTTGAAATATTCTTACC 32 unmodifiziert 
GCTTTCCGATTACGCCAGCTGGCGGCTGTTTC 32 unmodifiziert 
GTTTTAACTTAGTACCGCCACCCAGAGCCA 30 unmodifiziert 
AATGGTCAACAGGCAAGGCAAAGAGTAATGTG 32 unmodifiziert 
CTTAGATTTAAGGCGTTAAATAAAGCCTGT 30 unmodifiziert 
ACACTCATCCATGTTACTTAGCCGAAAGCTGC 32 unmodifiziert 
TTAACGTCTAACATAAAAACAGGTAACGGA 30 unmodifiziert 
TGTAGCCATTAAAATTCGCATTAAATGCCGGA 32 unmodifiziert 
TTTCGGAAGTGCCGTCGAGAGGGTGAGTTTCG 32 unmodifiziert 
AATTGAGAATTCTGTCCAGACGACTAAACCAA 32 unmodifiziert 
AGGCAAAGGGAAGGGCGATCGGCAATTCCA 30 unmodifiziert 
CCACCCTCATTTTCAGGGATAGCAACCGTACT 32 unmodifiziert 
GCGAAAAATCCCTTATAAATCAAGCCGGCG 30 unmodifiziert 
AAAGGCCGGAGACAGCTAGCTGATAAATTAATTTTTGT 38 unmodifiziert 
AATACGTTTGAAAGAGGACAGACTGACCTT 30 unmodifiziert 
AGCGCGATGATAAATTGTGTCGTGACGAGA 30 unmodifiziert 
TTCCAGTCGTAATCATGGTCATAAAAGGGG 30 unmodifiziert 
GATGGTTTGAACGAGTAGTAAATTTACCATTA 32 unmodifiziert 
AAACAGCTTTTTGCGGGATCGTCAACACTAAA 32 unmodifiziert 
TTGACAGGCCACCACCAGAGCCGCGATTTGTA 32 unmodifiziert 
TCTAAAGTTTTGTCGTCTTTCCAGCCGACAA 31 unmodifiziert 




TCGGCAAATCCTGTTTGATGGTGGACCCTCAA 32 unmodifiziert 
TTCTACTACGCGAGCTGAAAAGGTTACCGCGC 32 unmodifiziert 
CGATAGCATTGAGCCATTTGGGAACGTAGAAA 32 unmodifiziert 
TACGTTAAAGTAATCTTGACAAGAACCGAACT 32 unmodifiziert 
CGAAAGACTTTGATAAGAGGTCATATTTCGCA 32 unmodifiziert 
TCATCGCCAACAAAGTACAACGGACGCCAGCA 32 unmodifiziert 
AACAGTTTTGTACCAAAAACATTTTATTTC 30 unmodifiziert 
TGACAACTCGCTGAGGCTTGCATTATACCA 30 unmodifiziert 
TTTAGGACAAATGCTTTAAACAATCAGGTC 30 unmodifiziert 
CCTAAATCAAAATCATAGGTCTAAACAGTA 30 unmodifiziert 
GCTATCAGAAATGCAATGCCTGAATTAGCA 30 unmodifiziert 
GATTTAGTCAATAAAGCCTCAGAGAACCCTCA 32 unmodifiziert 
ACAACATGCCAACGCTCAACAGTCTTCTGA 30 unmodifiziert 
AGTATAAAGTTCAGCTAATGCAGATGTCTTTC 32 unmodifiziert 
CCTGATTGCAATATATGTGAGTGATCAATAGT 32 unmodifiziert 
GCCAGTTAGAGGGTAATTGAGCGCTTTAAGAA 32 unmodifiziert 
TCTTCGCTGCACCGCTTCTGGTGCGGCCTTCC 32 unmodifiziert 
GTAATAAGTTAGGCAGAGGCATTTATGATATT 32 unmodifiziert 
TCACCGACGCACCGTAATCAGTAGCAGAACCG 32 unmodifiziert 
ATATTTTGGCTTTCATCAACATTATCCAGCCA 32 unmodifiziert 
AACGCAAAGATAGCCGAACAAACCCTGAAC 30 unmodifiziert 
TATATTTTGTCATTGCCTGAGAGTGGAAGATTGTATAAGC 40 unmodifiziert 
GGCCTTGAAGAGCCACCACCCTCAGAAACCAT 32 unmodifiziert 
CAACTGTTGCGCCATTCGCCATTCAAACATCA 32 unmodifiziert 
ATCCCAATGAGAATTAACTGAACAGTTACCAG 32 unmodifiziert 
GCCGTCAAAAAACAGAGGTGAGGCCTATTAGT 32 unmodifiziert 
CATCAAGTAAAACGAACTAACGAGTTGAGA 30 unmodifiziert 
AAGTAAGCAGACACCACGGAATAATATTGACG 32 unmodifiziert 
TTAAAGCCAGAGCCGCCACCCTCGACAGAA 30 unmodifiziert 
GCCCTTCAGAGTCCACTATTAAAGGGTGCCGT 32 unmodifiziert 
CACCAGAAAGGTTGAGGCAGGTCATGAAAG 30 unmodifiziert 
CATAAATCTTTGAATACCAAGTGTTAGAAC 30 unmodifiziert 
AACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAACCAGTAA 31 unmodifiziert 
CAGGAGGTGGGGTCAGTGCCTTGAGTCTCTGAATTTACCG 40 unmodifiziert 
CAGCGAAACTTGCTTTCGAGGTGTTGCTAA 30 unmodifiziert 
GTTTATTTTGTCACAATCTTACCGAAGCCCTTTAATATCA 40 unmodifiziert 
AATAGCTATCAATAGAAAATTCAACATTCA 30 unmodifiziert 
TTTACCCCAACATGTTTTAAATTTCCATAT 30 unmodifiziert 
GCAATTCACATATTCCTGATTATCAAAGTGTA 32 unmodifiziert 
AAATCACCTTCCAGTAAGCGTCAGTAATAA 30 unmodifiziert 
AAGCCTGGTACGAGCCGGAAGCATAGATGATG 32 unmodifiziert 
ACGGCTACAAAAGGAGCCTTTAATGTGAGAAT 32 unmodifiziert 




ACAAACGGAAAAGCCCCAAAAACACTGGAGCA 32 unmodifiziert 
AGAGAGAAAAAAATGAAAATAGCAAGCAAACT 32 unmodifiziert 
ACCTTGCTTGGTCAGTTGGCAAAGAGCGGA 30 unmodifiziert 
TAAATCGGGATTCCCAATTCTGCGATATAATG 32 unmodifiziert 
CAGAAGATTAGATAATACATTTGTCGACAA 30 unmodifiziert 
CCAATAGCTCATCGTAGGAATCATGGCATCAA 32 ATTO 647 N 
TAGAGAGTTATTTTCATTTGGGGATAGTAGTAGCATTA 38 5'-Biotin 
GAAACGATAGAAGGCTTATCCGGTCTCATCGAGAACAAGC 40 5' -Biotin 
 




TTAGTTTGAGTGCCCGAGAAATAAAGAAATTGCGTAGAGATA 42 unmodifiziert 
TATGACTTTATACATTTTTTTTTAATGGAAACAGTACACCGT 42 unmodifiziert 
AATAAAACGAACTATGACCCCACCAAGC 28 unmodifiziert 
CTCATCGGGATTGAGTGAGCGAGTAACAACCCGTC 35 unmodifiziert 
CCCAGCTACAATGACAGCATTTGAGGCAAGTTGAGAAATGAA 42 unmodifiziert 
TCATACATTTAATACCGATAGCCCTAAAACATCGAACGTAAC 42 unmodifiziert 
ACGCGGTCCGTTTTTGGGTAAGTGA 25 unmodifiziert 
CTTACGGAACAGTCAGGACGTTGGGAAGAAA 31 unmodifiziert 
GGAACCATACAGGCAAGGCAAATCAAAAAGACGTAGTAGCAT 42 unmodifiziert 
CTAAATCGGTCAGAATTAGCAAAATTAAGCAATAAAATAATA 42 unmodifiziert 
TTTAGCGATACCAACGCGTTA 21 unmodifiziert 
AAGAAAGCTTGATACCGCCACGCATACAGACCAGGCGCTGAC 42 unmodifiziert 
CCCCGCTAGGGCAACAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTTATT 42 unmodifiziert 
GCCCGAGTACGAGCCGGAAGC 21 unmodifiziert 
CATTTCGCAAATGTCATCTGCGAACGAGAGATTCACAATGCC 42 unmodifiziert 




ACGTAAGAATTCGTTCTTAGAAGAACTCAAACTATCGGATAA 42 unmodifiziert 
GCGAATCAGTGAGGCCACCGAGTAGTAGCAACTGAGAGTTGA 42 unmodifiziert 
TCGTGCCGGAGTCAATAGTGAATTTGCAGAT 31 unmodifiziert 




AGCAACAAAGTCAGAAATAATATCCAATAATCGGCTCAGGGA 42 unmodifiziert 
AGGCTTGCGAGACTCCTCAAGAGAAAAGTATTCGGAAC 38 unmodifiziert 
ACCTGACGGGGAAAGCCGGCGAACCAAGTGTCTGCGCGTTGC 42 unmodifiziert 
CCGTAATCAGTAGCGACAGAATCTAATTATTCATTAAAAAGG 42 unmodifiziert 








ACTAATGCCACTACGAATAAA 21 unmodifiziert 
CTGTATGGGATTACCGTTAGTATCA 25 unmodifiziert 
TAGCCAGCTTTCATCCAAAAATAAACGT 28 unmodifiziert 




TGAGTAAAGGATAAGTTTAGCTATATCATAGACCATTAGATA 42 unmodifiziert 
ATTTCCTGATTATCAGATGATGGCTTTAAAAAGACGCTAAAA 42 unmodifiziert 
CCAGCCTCCGATCCTCATGCCGGA 24 unmodifiziert 
ATGAAGGGTAAAGTTCACGGTGCGGCCATGCCGGTCGCCATG 42 unmodifiziert 
TAAGTTGGCATGATTAAAGAA 21 unmodifiziert 
TAATATCAAAGGCACCGCTTCTGGCACT 28 unmodifiziert 










AAGGGATATTCATTACCGTAATCTATAGGCT 31 unmodifiziert 







AAATGACGCTAAATGGATTATTTACATTGGCGAATACCTGGA 42 unmodifiziert 
ACCGCCACCCTCAGAACCCGTACTCTAGGGA 31 unmodifiziert 




CCCGGTTGATAAAGCATGTCAATC 24 unmodifiziert 
AGTAGGTATATGCGTTATACA 21 unmodifiziert 




TGCTAAATCGGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTAGCAGAACATT 42 unmodifiziert 
CGCGCTACAGAGTAATAAAAGGGACATTCTGATAGAACTTAG 42 unmodifiziert 
AAGACAAATCAGCTGCTCATTCAGTCTGACCA 32 unmodifiziert 
TTTTCCAGCATCAGCGGGGCTAAAGAACCTCGTAGCACGCCA 42 unmodifiziert 
ACATAAGTAGAAAAATCAAGAAGCAAAAGAAGATGTCAT 39 unmodifiziert 
CAAAATCACCGGAACCAGAGCCAGATTTTGTCACAATCACAC 42 unmodifiziert 
GCTGTAGTTAGAGCTTAATTG 21 unmodifiziert 




GCGAAACAAAGTGTAAAACACATGGCCTCGATTGAACCA 39 unmodifiziert 
TTTAGATTCACCAGTCACACGACCGGCGCGTGCTTTCCCAGA 42 unmodifiziert 
CAAGCCCAATAGGAACCACCCTCACCCGGAA 31 unmodifiziert 
AGCTCTTACCGAAGCCCAATA 21 unmodifiziert 
CATTTGAGATAACCCACGAAACAATG 26 unmodifiziert 




TAAAACCGTTAAAGAGTCTGTCCATCCAGAAACCACACAATC 42 unmodifiziert 
TATTACGAATAATAAACAAATCAGATATGCGT 32 unmodifiziert 
GAAGGAGCGGAATTATCATCATATATCATTTACATAGCACAA 42 unmodifiziert 








AGTTTATTGTCCATATAACAGTTGATTC 28 unmodifiziert 




GTCGCGTGCCTTCGAATTGTCAAAG 25 unmodifiziert 
GAACCGCCACCCTCCATATCATACC 25 unmodifiziert 
CGCGCCGCCACCAGAACAGAGCCATAAAGGTGGAA 35 unmodifiziert 
CAAAGCACTAGATAGCTCCATTCAGGCTGCGCAACTGTCTTG 42 unmodifiziert 
GGCCAACGCGCGGGGAGGGCCCTGTGTTTGA 31 unmodifiziert 
GAGGCCAAGCTTTGAATACCAAGTACGGATTACCTTTTCAAA 42 unmodifiziert 
GGCGAAGCACCGTAATAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCATGGG 42 unmodifiziert 
TGAAAATCCGGTCAATAACCTAAATTTTAGCCTTT 35 unmodifiziert 
TATTGAAAGGAATTGAGGTAG 21 unmodifiziert 
GAGCATTTATCCTGAATCAAACGTGACTCCT 31 unmodifiziert 
ATCGGTCAGATGATATTCACAAACCAAAAGA 31 unmodifiziert 
GTAAAACGACGGCCCATCACCCAAATCAGCGC 32 unmodifiziert 








AGCTTTCAGAGGTGGCGATGGCCAGCGGGAAT 32 unmodifiziert 
TTGGTAGAACATTTAATTAAGCAAC 25 unmodifiziert 
ACCAGACCGGATTAATTCGAGC 22 unmodifiziert 











GAATTCGTCTCGTCGCTGGGTCTGCAATCCATTGCAACACGG 42 unmodifiziert 




CAAATTATTCATTTCAATTACCTGAGTA 28 unmodifiziert 
AATTGTGTCGAAATCCGCGGCACACAACGGAGATTTGTATCA 42 unmodifiziert 
TGCGTGTTCAGGTTGTGTACATCG 24 unmodifiziert 
AACCGTGTCATTGCAACGGTAATATATTTTAAATGAAAGGGT 42 unmodifiziert 
TGGCTTTTTACCGTAGAATGGAAAGCG 27 unmodifiziert 
CGTACAGGCCCCCTAACCGTCCCCGGGTACCGAGCGTTC 39 unmodifiziert 
AAGAAAGCGCTGAACCTCAAATATTCTAAAGGAAAGCGTTCA 42 unmodifiziert 
TTCATCGGCATTTTCGGTCATATCAAAA 28 unmodifiziert 




AATTTCTTAAACCCGCTTAATTGTATCGTTGCGGGCGATATA 42 unmodifiziert 
GAGAAGGCATCTGCAATGGGATAGGTCAAAAC 32 unmodifiziert 
CCAATGTTTAAGTACGGTGTCCAAC 25 unmodifiziert 
AAATCAGCTCATTTTTTAACCATTTTGTTAAAATTCGCATTA 42 unmodifiziert 
TTTACCAGTCCCGGCCTGCAGCCCACTACGGGCGCACCAGCT 42 unmodifiziert 
CTGAATATAGAACCAAATTATTTGCACGTAAAACAACGT 39 unmodifiziert 
GTAATTAATTTAGAATCTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGCAAA 42 unmodifiziert 








CCATAATGCCAGGCTATCAAGGCCGGAGACATCTA 35 unmodifiziert 








TTTCCATGGCACCAACCTACGTCATACA 28 unmodifiziert 
TTGCGAATAATATTTACAGCGGAGTGAGGTAAAATTTTGAGG 42 unmodifiziert 
ATAAAGTCTTTCCTTATCACT 21 unmodifiziert 




AACAACAGGAAGCACGTCCTTGCTGGTAATATCCAGAAACGC 42 unmodifiziert 
ACAACGCCTGTAGCATTTACCGTATAGGAAG 31 unmodifiziert 
CCGTGTGATAAATAACCTCCGGCTGATG 28 unmodifiziert 








GACAATTACGCAGAGGCATTTTCGAG 26 unmodifiziert 
AATATTCATTGAATCCATGCTGGATAGCGTCCAAT 35 unmodifiziert 
TTAACTCGGAATTAGAGTAAATCAATATATGTGAGTGATTCT 42 unmodifiziert 
CGTGTCAAATCACCATCTAGGTAATAGATTT 31 unmodifiziert 
TATCAGCAACCGCAAGAATGCCAATGAGCCTGAGGATCTATC 42 unmodifiziert 
GGGATATTGACGTAGCAATAGCTAAGATAGC 31 unmodifiziert 
TAAGTTTACACTGAGTTTCGT 21 unmodifiziert 
GCTGGCATAGCCACATTATTC 21 unmodifiziert 
CGTACTATGGTAACCACTAGTCTTTAATGCGCGAACTGAATC 42 unmodifiziert 
ACGGGCCGATAATCCTGAGAAGTGTTTTTATGGAGCTAACCG 42 unmodifiziert 
CAAACGGAATAGGAAACCGAGGAATAAGAAATTACAAG 38 unmodifiziert 
TCACAGCGTACTCCGTGGTGAAGGGATAGCTAAGAGACGAGG 42 unmodifiziert 
TAACATCCAATAAATGCAAAGGTGGCATCAACATTATGAAAG 42 unmodifiziert 




TAGCCCGGAATAGGTGTAAGGATAAGTGCCGTCGA 35 unmodifiziert 




TGCTGATTGCCGTTGTCATAAACATCGGGCGG 32 unmodifiziert 
GGCTAAAACTTCAGAAAAGTTTTGCGGGAGATAGAACC 38 unmodifiziert 
GAGTCTGGATTTGTTATAATTACTACATACACCAC 35 unmodifiziert 
ATTGTTATCTGAGAAGAAACCAGGCAAAGCGCCATTCGTAGA 42 unmodifiziert 
CGGAATAGAAAGGAATGCCTTGCTAAACAACTTTCAAC 38 unmodifiziert 
CTAGTCAGTTGGCAAATCAACAGTCTTTAGGTAGATAACAAA 42 unmodifiziert 
AGTCGCCTGATACTTGCATAACAGAATACGTGGCACAGCTGA 42 unmodifiziert 
CACGGCAACAATCCTGATATACTT 24 unmodifiziert 
CCTCATCACCCCAGCAGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGTGCC 42 unmodifiziert 




ATTACGAGATAAATGCCAGCTTTGAGGGGACGACGACAG 39 unmodifiziert 
GCTGGTCTGGTCAGGAGCCGGAATCCGCCGTGAACAGTGCCA 42 unmodifiziert 
CTTGTAGAACGTCAGCGGCTGATTGCAGAGTTTTTCGACGTT 42 unmodifiziert 
ACATAAAGCCCTTACACTGGTCGGGTTAAATTTGT 35 unmodifiziert 
TGCCATCCCACGCAGGCAGTTCCTCATTGCCGTTTTAAACGA 42 unmodifiziert 
GCCAGCAGTTGGGCGCAAATCAGGTTTCTTGCCCTGCGTGGT 42 unmodifiziert 
TACGGCTGGAGGTGCGCACTCGTCACTGTTTGCTCCCGGCAA 42 unmodifiziert 
GAGAGATAGACTTTACGGCATCAGA 25 unmodifiziert 
ATTAGCGGGGTTTTGCTCAGTACCAGGCTGACAACAAGCTG 41 5´-Biotin 




ATAACTATATGTAAATGCTTAGGATATAAT 30 5´-Biotin 
AGGAATCATTACCGCGTTTTTATAAGTACC 30 5´-Biotin 
GATTAGAGAGTACCTTAACTCCAACAGG 28 5´-Biotin 




GCATGTAGAAACCAATCCATCCTAGTCCTG 30 5´-Biotin 
AGAGAAAATCCAGAGAGTTGCAGCAAATC 29 3´-Atto647N 
TGGTGGTTGTTCCAGTTTGGAACAAAAAAAAAAAAAAAA 39 NP-Poly A links 
GGATGTGGTTTGCCCCAGCAGAAAAAAAAAAAAAAA 36 NP-Poly A links 
CGCTTTCCAGTTAGCTGTTTAAAGAACG-
TAAAAAAAAAAAAAAA 
44 NP-Poly A links 
 
Sequenzen der Nanoantenne für das niedrig FRET-Monomer 
Sequenz Länge (Basen) Modifikation 
TGAGTGTTCCGAAAGCCCTTCACCGCCTAGGC 32 3´-Cy3B 
GGTATTAATTGCGTTGCTGTT 21 unmodifiziert 




AGCGCAGCTCCAACCGTAATCATGGTCACGGGAAACCT 38 unmodifiziert 
GCGTCCACTATTCCTGTGTGAAATGCTCACTGCC 34 unmodifiziert 
Sequenzen der Nanoantenne für das niedrig FRET-Dimer 
Sequenz Länge Modifikation 
TGAGTGTTCCGAAAGCCCTTCACCGCCTAGGC 32 3´-Cy3B 
GGTATTAATTGCGTTGCTGTT 21 unmodifiziert 
ATCCGCTCACAATTCCAAACTCACTTGCGTA 31 unmodifiziert 
TGCATTAATGAGCGGTCCACGCTCA-
CTGCGCCACGTGCCAGCAAAAAAAAAAAAAAA 
57 NP-Poly A rechts 
AGCGCAGCTCCAACCGTAATCATGGTCACGGGAAAC-
CTAAAAAAAAAAAAAAA 
53 NP-Poly A rechts 
GCGTCCACTATTCCTGTGTGAAATGCTCA-
CTGCCAAAAAAAAAAAAAAA 
49 NP-Poly A rechts 
 
Sequenzen der Nanoantenne für das hoch FRET-Monomer 








TGAGTGTTCCGAAAGCCCTTCACCGCCTAGGCGGTATTA 39 unmodifiziert 
ATTGCGTTGCTGTTATCCGCTCACAATTCCAAACTCACTTGCGTA 45 unmodifiziert 
TGCATTAATGAGCGGTCCACGCTCACTGCGCCACGTGCCAGC 42 unmodifiziert 
AGCGCAGCTCCAACCGTAATCATGGTCACGGGAAACCT 38 unmodifiziert 
GCGTCCACTATTCCTGTGTGAAATGCTCACTGCC 34 unmodifiziert 
 






43 intern markierter 
Atto532 
TGAGTGTTCCGAAAGCCCTTCACCGCCTAGGCGGTATTA 39 unmodifiziert 
ATTGCGTTGCTGTTATCCGCTCACAATTCCAAACTCACTTGCGTA 45 unmodifiziert 
TGCATTAATGAGCGGTCCACGCTCA-
CTGCGCCACGTGCCAGCAAAAAAAAAAAAAAA 
57 NP-Poly A rechts 
AGCGCAGCTCCAACCGTAATCATGGTCACGGGAAAC-
CTAAAAAAAAAAAAAAA 
53 NP-Poly A rechts 
GCGTCCACTATTCCTGTGTGAAATGCTCA-
CTGCCAAAAAAAAAAAAAAA 
49 NP-Poly A rechts 
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